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El mutante Chc4 de Drosophila es el único alelo en la cadena pesada de la clatrina 
identificado hasta la fecha en metazoos que no es completamente letal. En esta tesis 
identificamos el cambio de un residuo en la región de la “rodilla” de la molécula como 
responsable de la reducción hipomórfica y semi-dominante de la función endocítica de estos 
mutantes. Centrándonos en la retina de Drosophila, encontramos que el defecto en endocitosis 
causa la muerte de los dos principales tipos celulares, las células pigmentarias y las neuronas 
fotorreceptoras. La muerte de las células pigmentarias interomatidiales se suprime mediante la 
reducción de la función de Notch, y en animales control puede reproducirse incrementado los 
niveles de Notch en dichas células pigmentarias. Estos resultados sugieren fuertemente que la 
muerte celular de las células pigmentarias se debe a un incremento de la señalización mediada 
por Notch, como consecuencia de los defectos en endocitosis del mutante, indicando la 
importancia de la endocitosis mediada por clatrina en la regulación del receptor Notch. La 
neurodegeneración retiniana producida por la mutación en clatrina es dependiente de 
iluminación y tiene lugar mediante apoptosis y activación de caspasas. 
Summary 
Drosophila Chc4 constitutes the only non-lethal mutant allele of clathrin heavy chain 
identified to date in any metazoan. In this thesis, we identify a change of residue in the knee 
region of the molecule, as responsible for the semi-dominant hypomorphic reduction in the 
endocytic function of this mutant. Focusing on Drosophila retina, we find that the endocytosis 
defect is responsible for the death of the two main cell types, pigment cells and photoreceptor 
neurons. The interommatidial pigment cells death can be suppressed by reduction of Notch 
function, and can be reproduced in wild type animals by an increase of Notch levels in those 
pigment cells. Our results strongly support that retinal pigment cell death is due to increased 
Notch signaling resulting from the endocytosis defect in the mutant, and provide a dramatic 
example of the importance of Notch downregulation by endocytosis. The retinal 
neurodegeneration induced by the clathrin mutation is light-dependent and takes place through 
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Introducción 
1. Las alteraciones en la endocitosis y su repercusión en el mantenimiento 
de la viabilidad celular. 
Con el aumento de la esperanza de vida en las sociedades desarrolladas y la mejora en el 
diagnóstico y tratamiento de las enfermedades cardiovasculares y el cáncer, la incidencia de las 
enfermedades neurodegenerativas está experimentando un fuerte aumento, y con ellas el interés 
social y biomédico que despiertan. 
Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo heterogéneo con causas y factores de 
riesgo generalmente poco conocidos, diagnóstico problemático, tratamiento prácticamente 
inexistente y pronóstico invariablemente fatal. Se caracterizan por presentarse con mucha mayor 
frecuencia en la tercera edad y por manifestarse preferentemente en el sistema nervioso, a pesar de 
que en muchos casos el defecto es común a todas las células del organismo. 
La endocitosis constituye un mecanismo básico de la función sináptica, y por ello hemos 
establecido como hipótesis central de nuestras investigaciones el intentar demostrar que alteraciones 
en la endocitosis, pueden generar trastornos causantes de degeneración neuronal. Algunos estudios 
apuntan a una implicación de la endocitosis a nivel de los terminales sinápticos en 
neurodegeneración. Así, se ha descrito que alteraciones en la endocitosis alteran el procesamiento 
normal del precursor de la proteína amiloide (Refolo et al., 1995), que otra proteína implicada en 
formas tempranas de Alzheimer familiar, la presenilina 1, es procesada en vesículas endocíticas 
(Efthimiopoulos et al., 1998) e incluso que las cascadas bioquímicas responsables de la apoptosis 
neuronal pueden iniciarse a nivel sináptico (Mattson et al., 1999). 
En nuestro grupo hemos abordado por lo tanto, el estudio de una mutación en el gen de la 
cadena pesada de la clatrina (Chc) para comprobar si induce específicamente un mayor daño en el 
tejido nervioso, provocando neurodegeneración. Al tratarse de un gen esencial para la endocitosis, 
un mecanismo celular básico, su falta de función causa letalidad embrionaria. Sin embargo, el alelo 
Chc4 de Drosophila melanogaster constituye una oportunidad excepcional, al ser el único alelo 
mutante en clatrina de metazoos que no es absolutamente letal, presentando una supervivencia en 
torno al 20%, lo que permite el estudio de los adultos supervivientes. 
En el estudio de la neurodegeneración en Drosophila, un modelo extraordinariamente útil lo 
constituye la retina, donde se ha estudiado la manifestación de la muerte neuronal en multiples 
ocasiones (Feany and Bender, 2000, Fernandez-Funez et al., 2000, Jackson et al., 2002, Marsh et al., 
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2003). Ello se debe a las particulares características del ojo compuesto de Drosophila, que presenta 
un altísimo grado de organización que hace perceptibles pequeños defectos en el número y 
disposición de sus células. 
2. La endocitosis dependiente de clatrina. 
La endocitosis es el proceso celular básico por el que se trasladan moléculas o partículas 
entre la membrana y los compartimentos membranosos, mediante vesículas. Tradicionalmente el 
proceso comienza con la invaginación de la membrana plasmática en la zona de las moléculas o 
partículas a endocitar, que se escinden en el interior de la célula (internalización), formando la 
vesícula. Las moléculas internalizadas, viajaran posteriormente a los endosomas denominados 
primarios, desde donde serán dirigidas hacia múltiples localizaciones, pudiendo ser recicladas a la 
membrana plásmatica o transportadas a los lisosomas para ser degradadas. 
La endocitosis tiene lugar por diferentes mecanismos que se dividen en dos categorías en 
base al material internalizado: fagocitosis, cuando la captura es de partículas grandes (>200 nm), y 
pinocitosis, cuando se internaliza el medio extracelular y solutos de menor tamaño. La pinocitosis se 
subdivide en función de las proteínas que participan en: macropinocitosis, endocitosis dependiente 
de clatrina, endocitosis dependiente de caveolina y endocitosis independiente de clatrina y de 
caveolina (Conner and Schmid, 2003). La endocitosis dependiente de clatrina implica la formación 
de vesículas con una cubierta de clatrina, un proceso que tiene lugar en todas las células eucariotas. 
La clatrina se expresa ubicuamente en protozoos y en todas las células de metazoos. En 
protozoos, la endocitosis mediada por clatrina es prescindible para su viabilidad, mientras que en 
metazoos es esencial a nivel celular. En metazoos, la endocitosis mediada por vesículas recubiertas 
de clatrina participa en múltiples procesos: en la internalización continua de nutrientes esenciales, en 
la comunicación intercelular durante el desarrollo y durante la vida de los organismos, mediante la 
modulación de los niveles de los receptores en la membrana (González-Gaitán and Stenmark, 2003), 
o su rápida atenuación una vez activados (Di Fiore and De Camilli, 2001, Seto et al., 2002), en la 
formación de los grandientes de morfógenos durante el desarrollo de los individuos (González-
Gaitán, 2003), y en el reciclaje de vesículas sinápticas (González-Gaitán and Jackle, 1997, Slepnev 
and De Camilli, 2000). 
La endocitosis dependiente de clatrina se inicia normalmente en sitios especializados de la 
membrana plasmática, donde se forma una estructura compleja, constituida por el ensamblaje de 
diferentes proteínas, con el objetivo de concentrar las moléculas en la superficie para su posterior 
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internalización. Seguidamente, se forma una invaginación de la membrana plasmática, formándose 
así la vesícula recubierta de clatrina. Las fases que integran la endocitosis mediada por clatrina son: 
formación de la invaginación, maduración, excisión de la vesícula y por último desensamblaje de la 













Figura I.1. La endocitosis mediada por clatrina está acompañada por las interacciones con múltiples 
factores regulados espacial y temporalmente. Las flechas ilustran de un modo aproximado las relaciones 
temporales entre las interacciones dinámicas que dirigen la endocitosis mediada por clatrina. Imagen adaptada 
de Conner y col, 2003 (Conner and Schmid, 2003). 
Desde que se descubrieron las vesículas recubiertas de clatrina, se han caracterizando 
múltiples componentes que participan en las diferentes fases del proceso (Fig. I.1). Entre ellas 
destacan las proteínas adaptadoras (AP). Estas proteínas se encuentran formando heterotetrámeros 
que unen la clatrina a la membrana plasmática, y están implicadas en el reconocimiento de diferentes 
dominios de las regiones citoplasmáticas de los receptores de membrana (pej. LDL y EGFR) 
(Kirchhausen, 2000b). AP-2, es la principal proteína adaptadora, participando en el reclutamiento de 
clatrina, así como en la interacción con otras proteínas reguladoras de la endocitosis (epsina, 
AP180/CALM, β-arrestinas, anfifisina, sinaptojanina y proteínas endocíticas que contienen los 
motivos DPF, Asp-Pro-Phe ó DPW, Asp-Pro-Trp) (Mousavi et al., 2004).  
Las vesículas recubiertas de clatrina, además participan en el transporte a lo largo de la ruta 
de secreción, concretamente en el tráfico desde el trans-Golgi hacia la membrana plasmática, ó hacia 
los lisosomas, donde el principal adaptador es la proteína AP-1 (Kirchhausen, 2000a). Por tanto las 
Trisquelión 
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vesículas recubiertas de clatrina, participan en el tráfico de vesículas, tanto de la vía endocítica como 









Figura I.2. Participación de la clatrina en el tráfico vesicular. La clatrina participa en la vía endocítica  de 
las macromoléculas que son internalizadas en la membrana plasmática hacia los endosomas primarios y 
también en el transporte de las moléculas sintetizadas desde el trans-Golgi bien, hacia la membrana 
plasmática, bien hacia los lisosomas. Imagen adaptada de Kirchhausen, 2000 (Kirchhausen, 2000b). 
3. La clatrina. 
La molécula de la clatrina se descubrió a partir del aislamiento de vesículas recubiertas en 
los oocitos del mosquito Aedes aegypti (Roth and Porter, 1964). La unidad funcional de la clatrina 
denominada trisquelión, está constituida por tres moléculas de cadena pesada de clatrina (CHC, 190 
kDa), unidas por su extremos carboxilo terminales y tres cadenas ligeras de clatrina (CLC, 35-40 
kDa) (Fig. I.3A). La caracterización bioquímica de la clatrina (Pearse, 1987) y los análisis 
moleculares tanto de la cadena pesada como de la ligera se han realizado principalmente en 
mamíferos (Kirchhausen, 2000a, Mousavi et al., 2004) y levaduras (Payne and Schekman, 1985, 
Lemmon et al., 1991). 
El polipéptido CHC presenta 5 regiones funcionalmente diferentes: el dominio globular 
amino-terminal, la “rodilla” que divide el polipéptido en la “pata proximal” y la “pata distal” y el 
extremo carboxilo terminal responsable de la trimerización de la molécula (Fig. I.3A; Schmid, 1997, 
Greene et al., 2000). El dominio N-terminal, que está asociado a la región distal de la molécula por 
un segmento flexible o “conector”, posee una estructura de lámina beta (ter Haar et al., 1998) y 
contiene los sitios de unión que median las interacciones con las diferentes proteínas adaptadoras, 
(AP-2, β-arrestina, AP180/CALM, etc; ter Haar et al., 2000, Kirchhausen, 2000a). El dominio 
proximal, posee una estructura secundaria de hélices-α, de corta longitud dispuestas en zig-zag 
perpendicularmente al eje de la pata, al igual que en la región “conectora” de la molécula. Se ha 
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postulado, que el resto de los dominios de la pata de la molécula (rodilla y pata distal) pudieran tener 
una estructura similar de hélices-α (Fig. I.3B). Cada molécula de CHC interacciona con una 
molécula de CLC, mediante la “pata proximal” (Fig. I.3A; Ybe et al., 1998).  
Los trisqueliones a su vez, se ensamblan entre sí, formando una red poligonal, y forman las 
estructuras cerradas ó cubiertas de clatrina, constituidas por distintas combinaciones de caras 
hexagonales y pentagonales (Fig. I.3B). Los contactos intermoleculares necesarios para la formación 
de cubiertas de clatrina, se dan entre las regiones proximales y distales de CHC (Ybe et al., 1999).  
La región de la “rodilla”, es el único dominio de CHC al que no se le ha asignado 
interacciones con ninguna proteína (Ybe et al., 1999). 
Figura I.3. A. Regiones funcionales del trisquelión de clatrina. El trisquelión está formado por tres cadenas 
pesadas de clatrina (CHC, 1675 aa en mamíferos) y tres cadenas ligeras de clatrina (CLC). El dominio de 
trimerización entre las cadenas de CHC se encuentra en la región C-terminal. Las moléculas de CLC 
interaccionan con el dominio proximal de cada molécula de CHC. B. Cubierta de clatrina. Los trisqueliones 
se unen entre sí para formar las cubiertas de clatrina, mediante interacciones entre los dominios proximales y 
distales de las cadenas pesadas de clatrina. Los dominios globulares N-terminal de CHC, tienen una estructura 
de lámina-ß y se disponen hacia el interior de la cubierta. La región proximal y “conectora” poseen una 
estructura 2aria de hélices-α. Imagen adaptada de Kirchhausen, 2000 (Kirchhausen, 2000a). 
La proteína CHC está altamente conservada a lo largo de la evolución, ya que organismos 
tan diferentes como levaduras y humanos presentan en torno a un 50 % de identidad de secuencia de 
aminoácidos entre sus cadenas pesadas de clatrina. La cadena pesada de clatrina de Drosophila, 
presenta una identidad en su secuencia de aminoácidos del 80% y del 77% con respecto a las 
clatrinas CHC-17 y CHC-22 de humanos, que a su vez tienen un 85% de indentidad entre sí (Tabla 
I.1; Kedra et al., 1996). 
La clatrina es un gen esencial en organismos multicelulares, aunque los organismos 
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Jones, 1987) y el protozoo Dyctiostelium discoideum (O'Halloran and Anderson, 1992) sobreviven y 
crecen lentamente en ausencia de la cadena pesada de la clatrina, en condiciones de laboratorio. Sin 
embargo, los procesos de diferenciación tras someterlos a restricción alimenticia, como la 
esporulación en Saccharomyces y la agregación en Dyctiostelium, se ven interrumpidos indicando 
que estos procesos requieren la función de la clatrina. 
 
 
 D. melanogaster C. elegans D. discoideum S. cerevisiae 
% identidad 
proteína 80            77 71            69 58            56 50            49 
H. sapiens CHC17    CHC22 CHC17    CHC22 CHC17    CHC22 CHC17    CHC22 
Tabla I.1. Porcentajes de identidad entre los aminoácidos de la cadena pesada de la clatrina en 
diferentes especies y las isoformas humanas (CHC17 y CHC22). Tomada de Kedra y col, 1996. 
4. La clatrina de D. melanogaster. 
La cadena pesada de la clatrina en D. melanogaster fue identificada por el grupo de Sandra 
Lemmon (Bazinet et al., 1993). La cadena pesada de la clatrina está codificada en D. melanogaster 
en un único locus, en la región 13F5-7 del cromosoma X y no se conocen formas de splicing 
alternativo. La unidad transcripcional de Chc está compuesta por 7 exones, de los cuales el exón 
número 1 no es codificante. El ADNc de Chc posee un tamaño de 5034 nucleótidos y codifica para 
un polipétido de 1678 aa (1675 en mamíferos). 
Dicho grupo aisló, además, una serie de mutantes en el gen Chc, inducidos con el agente 
Etilmetano-sulfonato (EMS; Bazinet et al., 1993). Los alelos identificados: Chc1, Chc2, Chc3 son 
letales embrionarios en homocigosis y hemicigosis (con una copia mutante en machos, dado que se 
encuentra en el cromosoma X), demostrando que la función de la clatrina en organismos 
multicelulares es esencial para la supervivencia. 
En el mismo estudio, se aisló el mutante Chc4 que es parcialmente viable, obteniéndose un 
reducido número de individuos homocigotos y hemicigotos para la mutación que llegan a alcanzar el 
estadío adulto. El alelo Chc4 fue descrito por el mismo grupo como sensible a temperatura, debido a 
que el número de supervivientes adultos homocigóticos y hemicigóticos Chc4 que se obtenían a 25º 
C era inferior que a 18º C. Los adultos Chc4 presentan, también, una viabilidad reducida y en el caso 
de los machos un fenotipo de esterilidad, sugiriendo un papel importante de la endocitosis mediada 
por clatrina en la espermatogénesis (Bazinet et al., 1993). Posteriores estudios han demostrado 
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alteraciones en el proceso de individualización del esperma en los machos hemicigóticos Chc4 
(Fabrizio et al., 1998). 
Así mismo se observó que las frecuencias de complementación (con el gen Chc), que 
presentaba el mutante Chc4 eran inferiores a las esperadas y a las mostradas por los otros alelos 
Chc1, Chc2, Chc3 . Por tanto, se ha sugerido un posible efecto dominante negativo de la mutación 
Chc4 (Bazinet et al., 1993).  
5. La retina de Drosophila melanogaster como modelo de muerte celular. 
5.1. D. melanogaster como sistema modelo. 
Drosophila melanogaster es un insecto holometábolo con un ciclo vital dividido en dos 
fases diferentes: larva y adulto (Fig. I.4). Tras el desarrollo embrionario que dura 24 horas a 25º C, 
del huevo emerge una larva que en condiciones idóneas pasará por tres estadíos de desarrollo 
larvarios durante cinco días, produciéndose entre ellos dos mudas de la cutícula. Cuando la larva ha 
acumulado suficientes reservas, la hormona ecdisona dispara el inicio de la metamorfosis de la larva, 
con la secreción del pupario o cápsula. Dentro del pupario, Drosophila sufre la histolisis de la gran 
mayoría de los tejidos larvarios y, a partir de los discos imaginales y de grupos celulares específicos, 
se generan las estructuras que configuran el individuo adulto. La mosca emerge del pupario 
aproximadamente al décimo día del desarrollo a 25º C, siendo capaz de volar y aparearse a las pocas 
horas, y de poner los primeros huevos al día. En condiciones ideales, las moscas viven hasta dos 
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Figura I.4. El ciclo vital de Drosophila melanogaster. 
Drosophila melanogaster constituye un sistema modelo muy potente de investigación 
biomédica debido a la facilidad de poder combinar aproximaciones genéticas, moleculares, 
bioquímicas y celulares, y porque tras la secuenciación de su genoma, se ha puesto en evidencia la 
multitud de genes que comparten con humanos, y la gran cantidad de procesos de señalización 
implicados en patologías que están conservados entre la mosca y humanos (Kornberg and Krasnow, 
2000, Fortini and Bonini, 2000, Chien et al., 2002, Driscoll and Gerstbrein, 2003).  
Con el desarrollo hace diez años de la expresión híbrida en transgénesis, usando el sistema 
UAS-GAL4 de levaduras, se obtuvo una potente herramienta para estudiar in vivo la función de los 
genes (Brand and Perrimon, 1993). En este estudio empleamos dicha técnica para expresar 
construcciones control y mutantes en diferentes tejidos y estadíos de la mosca. El funcionamiento de 
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Figura I.5. Representación esquemática del funcionamiento del sistema UAS-GAL4. Por una parte, este 
sistema consta de líneas transgénicas denominadas activadoras ó GAL4, que expresan el factor de 
transcripción GAL4 bajo el control de promotores específicos. Por otra parte, consta de líneas transgénicas 
denominadas efectoras ó UAS que contienen el gen de interés bajo el control de elementos UAS, a los que se 
une el activador GAL4. Sólo en la descendencia del cruce de las líneas UAS con las líneas GAL4 se producirá 
la expresión del transgén en aquellas células donde se produzca la expresión de la construcción activadora 
GAL4. Imagen adaptada de Phelps y Brand, 1998 (Phelps and Brand, 1998). 
5.2. El ojo compuesto de Drosophila y su desarrollo. 
El ojo adulto de D. melanogaster está compuesto por unas 800 unidades repetidas, llamadas 
omatidios, que se organizan en filas y en columnas formando una red hexagonal (Fig. I.6A-B), de 
modo que cada unidad esta rodeada por 6 omatidios vecinos. De las más de 20 células que integran 
un omatidio, únicamente 8 son neuronas fotorreceptoras (R1-R8) y el resto son un conjunto de 
células accesorias o de soporte, no neurales que se disponen ordenadas en un patrón invariable (Fig. 
I.6B-C).  
El ojo compuesto de Drosophila es un sistema modelo muy estudiado, que posee unas 
características especiales que le confiere gran idoneidad para desarrollar estudios morfogenéticos, y 
de comunicación celular (Freeman, 1997, Brennan and Moses, 2000, Voas and Rebay, 2004).  
En primer lugar, y puesto que está formado por un patrón invariable de células, que le 
confieren una estructura típica (Fig. I.6A-B), es posible analizar defectos a nivel de una única célula, 
en cada momento del desarrollo. Además, el ojo compuesto de D. melanogaster es un tejido 
particularmente adecuado para estudiar los efectos de la endocitosis en la comunicación célula-
célula que suceden durante el desarrollo, debido a que la especificación de cada tipo celular sucede 
de un modo independiente de linaje (Ready et al., 1976), en el que las células son reclutadas 
mediante una secuencia temporal estereotipada de señales inductivas, algunas de la cuales requieren 
endocitosis (Fig. I.6F; Parks et al., 2000, Stewart, 2002).  
En segundo lugar, el ojo es dispensable para la viabilidad o fertilidad de la mosca, lo que 
hace posible el estudio de mutaciones y construcciones que resultan en letalidad cuando afectan a 
otros tejidos.  
Finalmente, se ha descrito que aunque existe un número de genes de función específica para 
el desarrollo del ojo, la gran mayoría son requeridos para los procesos celulares generales, por tanto 
los estudios en el ojo, podrían servir para comprender la función de los genes en otros tejidos.  
El ojo compuesto de D. melanogaster se forma a partir de un epitelio monocapa, el disco 
imaginal de ojo-antena. Este disco se origina a partir de las 20 células del primordio óptico durante 
el blastodermo embrionario (García-Bellido and Merriam, 1969), que se dividen activamente 
durante la mayor parte del desarrollo larvario. Al principio del 2º estadío larvario, la parte anterior 
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del disco adquiere un destino de antena y la posterior de ojo. Este proceso está determinado por la 
vías de señalización del receptor Notch, que promueve el destino de ojo y Ras que lo antagoniza 
(Kumar and Moses, 2001). 
La diferenciación celular se inicia durante la mitad del tercer estadío larvario en el extremo 
posterior del disco de ojo-antena y avanza en sentido anterior, tardando aproximadamente 2 días en 
atravesar por completo el campo (Fig. I.6D; Wolff and Ready, 1993). Una constricción apical del 








Figura I.6. A. Morfología externa del ojo compuesto de D. melanogaster, donde se aprecia el preciso 
ordenamiento de sus lentes. B. Sección tangencial de un ojo compuesto donde se observa la arquitectura 
celular subyacente del tejido y su disposición casi cristalina. C. Detalle de B. Los círculos oscuros marcados 
con los números 1-7, son los órganos fotorreceptores llamados rabdómeros. Los granulos de pigmentos 
producidos por las células pigmentarias forman una red hexagonal que rodea a los fotorreceptores de cada 
omatidio. D. Disco imaginal de ojo-antena en el 3er estadío larvario, marcado con un anticuerpo que reconoce 
las neuronas. Un frente de morfogénesis responsable de la determinación de la primera neurona, R8, atraviesa 
el disco desde el extremo posterior (a la izquierda) al anterior, y se denomina surco morfogenético (flecha). E. 
Zona apical de un omatidio de un disco imaginal de pupa teñido con el anticuerpo anti-armadillo, que marca 
los contactos celulares. Célula del cono (C), células pigmentarias primarias (1º), secundarias (2º) y terciarias 
(3º) y B, quetas mecanosensoriales. F. Secuencia temporal de la especificación de los distintos tipos celulares 
que integran un omatidio. Los círculos morados corresponden a las neuronas, las células del cono y las 
pigmentarias primarias están en amarillo, las células pigmentarias interomatidiales en rojo y las quetas en 
negro. Tomado de Voas y Rebay , 2004 (Voas and Rebay, 2004). 
paso de esta oleada de diferenciación (Fig. I.6D, flecha; Ready et al., 1976). El surco morfogenético, 
cuya progresión está dirigida por la expresión de hedgehog (hh), es el lugar donde comienza la 
activación de diferentes factores de transcripción que determinarán la diferenciación de los 
fotorreceptores, que son por tanto las primeras células en determinarse, durante el tercer estadío 
larvario (Fig. I.6F; Voas and Rebay, 2004). La función del receptor Notch es necesaria en el disco 
imaginal de ojo para la determinación del primer fotorreceptor en especificarse, R8 (Baker and Yu, 
1997, Li and Baker, 2001). Cada nueva neurona R8 especificada se convierte en la célula fundadora 
de un omatidio, iniciando un proceso de reclutamiento secuencial de las otras células (Fig. I.6F). 
Después de la determinación de R8 se ha comprobado que la vía mediada por EGFR participa en la 
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determinación de todos los tipos celulares de la retina (Freeman, 1996). Igualmente, la vía de Notch 
se emplea reiteradamente durante todo el proceso de formación y ensamblaje de los omatidios que 
darán lugar a la retina adulta (Cagan and Ready, 1989b). Por tanto, cuando se altera la señal de 
Notch las células adquieren un destino celular erróneo. Y los efectos que se originan son diferentes 
en función del momento del desarrollo.  
Como consecuencia de la inactivación de la vía de Notch (medida por el alelo sensible a 
temperatura Nts) inmediatamente posterior al MF se produce una superproducción masiva de 
neuronas fotorreceptoras en el disco del ojo de la larva y un exceso de células del cono en el disco de 
la pupa (Cagan and Ready, 1989b, Parks et al., 1995). Por este motivo se ha descrito que, frente a la 
vía de EGFR, el papel de la vía de Notch facilitaría el mantenimiento de un estado indeferenciado en 
las células de la retina (Voas and Rebay, 2004). 
 
Destino celular Señalización 
R8 Falta de Notch 
R2, 5 EGFR 
R3,4 EGFR 
R1,6 EGFR 
R7 EGFR, Sev, Notch 
CCs EGFR, Notch 
PPCs EGFR, Notch 
IOPCs EGFR, Notch 
Tabla I.2. Señalización necesaria para la especificación de los tipos celulares de la retina. R1-8, neuronas 
fotorreceptoras. CCs, células del cono. PPCs, células pigmentarias primarias. IOPCs, células pigmentarias 
interomatidiales. EGFR, Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico. Sev, receptor Sevenless. 
Después de la especificación de los fotorreceptores, las últimas células en determinarse 
durante el tercer estadío larvario, son las 4 células del cono (CCs o C) (Fig. I.6F en amarillo; Wolff 
and Ready, 1993). Este proceso también es dependiente de las vías de EGFR y de Notch (Freeman, 
1996, Cagan and Ready, 1989b). 
La especificación de los restantes tipos celulares sucede durante la metamorfosis, después de 
la pupariación de la larva. Aproximadamente al 6% del desarrollo pupal se produce la eversión del 
disco de ojo, donde la superficie apical del epitelio de la retina se expone hacia la parte exterior del 
animal, y el disco imaginal de ojo se transforma en el ojo pupal (Wolff and Ready, 1993). Las 
primeras células en determinarse en el desarrollo pupal (entre 12 y 18%) son las células 
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pigmentarias primarias (PPCs), que son 2 por omatidio (Fig. I.7B, gris claro). En torno al 25% del 
desarrollo pupal (correspondiente a 25 horas, a 25º C), cada omatidio (integrado por 8 neuronas 
fotorreceptoras, 4 CCs y 2 PPCs), está rodeado por un exceso de células, aún sin determinar, que 
sufren un proceso de muerte celular programada ó PCD (del inglés, Programmed Cell Death; Wolff 
and Ready, 1991) para reducir el número final de células que se diferenciaran como pigmentarias o 
IOPCs (del inglés, InterOmatidial Pigment Cells, fig. I.7C-D, blanco). La muerte celular programada 













Figura I.7. Desarrollo de la retina en la pupa de D. melanogaster. Esquema de la superficie apical del disco 
imaginal de ojo durante la metamorfosis, donde se indica el reclutamiento temporal de los diferentes tipos 
celulares que integran la retina en porcentaje del tiempo total de metamorfosis. A. Las cuatro células del cono 
(CCs, gris intermedio) situadas sobre las neuronas ya se han determinado antes de la pupación. B. Las 
primeras células en determinarse en la retina pupal son dos células pigmentarias primarias (PPCs, gris claro) 
que cambian de morfología y comienzan a rodear a las CCs anterior y posterior de cada omatidio. Se empiezan 
a detectar las células de las quetas mecanosensoriales (negro). C. Entre los omatidios, el entramado de células 
precursoras de IOPCs comienza a alinearse. Mediante muerte celular programada ó PCD se elimina el exceso 
de células precursoras de las células pigmentarias interomatidiales (precursoras de IOPCs, en blanco). Este 
proceso transcurre entre el 20% y el 30% del desarrollo pupal. D. Se marcan con flechas y asteriscos las 
posiciones donde todavía hay exceso de células. E. El número de IOPCs en la retina al 40 % del desarrollo 
pupal ya se ha determinado. En negro, las quetas mecanosensoriales, y en gris oscuro las IOPCs. Imagen 
tomada de Cagan y Ready  1989 (Cagan and Ready, 1989a). 
A diferencia de la determinación de los fotorreceptores de la retina de Drosophila, los 
mecanismos moleculares que determinan la especificación de las IOPCs no han sido aún 
esclarecidos, aunque al igual que los demás tipos celulares, requiere de la activación del EGFR 
(Freeman, 1996). Se ha descrito también que la vía de Notch es necesaria para la muerte celular 
13% 18% 20% 
25% 40% 
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programada, ya que en mutantes N se bloquea la apoptosis de los precursores de las IOPCs (Yu et 
al., 2002, Miller and Cagan, 1998). En contraposición, la actividad del EGFR previene la muerte 
celular por apoptosis de dichos precursores (Yu et al., 2002). Los ligandos, Spitz de EGFR, y Delta 
de Notch, se expresan fundamentalmente en las CCs y PPCs durante este periodo, mientras que 
EGFR, y Notch, se expresan en las PPCs y sobre todo en los precursores de las IOPCs (Fehon et al., 
1990, Parks et al., 1995, Miller and Cagan, 1998). El modelo más aceptado propone que ambas vías 
actuarían por tanto antagónicamente en el proceso de muerte celular que precede a la especificación 
de las IOPCs.  
Finalmente, al 40 % del desarrollo pupal, las retinas presentan el número correcto de IOPCs. 
En torno a cada omatidio hay 6 IOPCs compartidas entre dos omatidios contiguos, y 3 IOPCs 
compartidas con tres omatidios, lo que constituye una media de 4 IOPCs por cada omatidio (Fig. 
I.7E, gris oscuro). 
Las quetas mecanosensoriales del ojo están formadas por 4 células: neurona, tecógena, 
tricógena y tormógena. Al final del desarrollo pupal, cuando la tricógena y la tormógena han 
generado la queta y la base que la contiene respectivamente, mueren, quedando únicamente dos 
células (neurona y tecógena) formando el complejo en el animal adulto. La determinación de las 
quetas del ojo, tiene lugar de un modo diferente que el resto de la células que integran el omatidio, 
puesto que las cuatro células proceden de un precursor común (tienen un origen clonal). Las quetas 
están ausentes cerca de la periferia del ojo, donde su lugar viene ocupado por otra IOPC (Wolff and 
Ready, 1993). 
Después de la especificación de todos los tipos celulares y por tanto del establecimiento del 
entramado retinal, tiene lugar la maduración de la retina para adecuarse a la función visual. Para ello 
las células comienzan a elaborar las estructuras especializadas asociadas con su función específica. 
Los fotorreceptores forman los rabdómeros y secretan el líquido intraomatidial, las CCs y PPCs 
secretan en primer lugar la quitina que compone la córnea y posteriormente los fluidos del 
pseudocono, produciendo la lente. Las IOPCs secretan también la quitina que se depositará en los 
espacios entre las lentes. Tanto las células pigmentarias como las neuronas producen los pigmentos 
correspondientes, que le dan color al ojo. Y tiene lugar la formación de las quetas (Cagan and 
Ready, 1989a). El resultado es el ojo adulto. 
5.3. Morfología de un omatidio adulto de Drosophila. 
Las neuronas R1-R8 que integran cada omatidio están situadas en el interior del mismo, 
rodeadas por las células accesorias o de soporte (Fig. I.8A). R7 y R8 se denominan fotorreceptores 
internos porque ocupan la posición central en el omatidio. Son más cortos que el resto, situándose 
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R7 en posición distal, superpuesto sobre R8. R1-R6 son los fotorreceptores externos, que se 
encuentran rodeando a los fotorreceptores internos. Todos los fotorreceptores proyectan hacia el 
espacio intraomatidial el órgano fotosensible o rabdómero. Esta estructura consiste en una 
especialización de la membrana plasmática que contiene la maquinaria necesaria para detectar los 
fotones de la luz y producir una despolarización de la membrana. Puesto que R7 y R8 se superponen 
en el mismo eje, en el epitelio de la retina, sólo se observan 7 de los 8 órganos fotorreceptores en 
una sección típica transversal de un ojo adulto de Drosophila (Fig. I.8D-E), organizados siguiendo 
un patrón trapezoidal. Los fotorreceptores contienen además en la base de los rabdómeros pequeñas 
cantidades de pigmentos omocromos. 
En posición apical sobre los fotorreceptores se disponen las 4 células del cono (CCs, Fig 
I.8A y C, azul y amarillo pálido), y rodeándolas se encuentran 2 células pigmentarias primarias 
(PPCs, Fig I.8A y C, naranja). Las 4 CCs, que son imágenes especulares 2 a 2, rodean a las neuronas 
fotorreceptoras en toda la longitud del omatidio, mientras que las PPCs quedan limitadas a la región 
apical (Fig. I.8A). Ambos tipos celulares poseen pigmentos omocromos y son las responsables de la 
secreción del pseudocono y de la córnea. 
Rodeando a los fotorreceptores, en los espacios entre omatidios contiguos se encuentran las 
células pigmentarias interomatidiales o IOPCs. En la literatura, éstas células se clasifican según la 
posición que ocupan en secundarias (Fig. I.8B-F, morado) y terciarias (Fig. I.8, rojo). Sin embargo, 
nosotros preferimos no distinguir entre ellas, y denominarlas a todas IOPCs, dado que aparte de su 
morfología, debido a la posición que ocupan, no se ha visto ninguna diferencia entre ambas. Las 
IOPCs contienen pigmentos de tipo pteridina y omocromos, y acompañan en toda su longitud a la 
neuronas fotorreceptoras aislando de este modo a los fotorreceptores que integran cada omatidio.  
Las quetas mecanosensoriales se disponen en vértices alternos, en contacto con tres 
omatidios contiguos (Fig. I.8, amarillo). 
En nuestro estudio del mutante Chc4, hemos comprobado la implicación del receptor Notch 
en la manifestación del fenotipo de la retina. Por ello vemos conveniente introducir la estructura y 
funcionamiento de este receptor, que está implicado en numerosísimos procesos en el desarrollo y la 
biología de los animales. 



























Figura I.8. Esquema de un omatidio adulto de Drosophila. A. Sección longitudinal. B-F. Secciones 
transversales, realizadas a las alturas indicadas del omatidio, donde B es la más apical y F la más basal. Los 
rabdómeros de los fotorreceptores (R1-R8) se muestran en negro. Las células pigmentarias interomatidiales se 
representan en morado (2aria) y en rojo (3aria). Las células pigmentarias primarias se muestran en naranja y las 
cuatro células del cono en azul y amarillo pálido. Los mecanorreceptores o bristles se representan en amarillo. 
Se observa que la parte basal de los omatidios es más pequeña que la apical. Imagen adaptada de Wolff y 
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6. El receptor Notch. 
Notch es una proteína transmembrana de tipo I que actúa como receptor en un gran número 
de procesos celulares como la especificación de destino, diferenciación, proliferación y 
supervivencia en todos los estadíos del desarrollo (Lai, 2004). Se sintetiza como un precursor de 300 
kDa que, en el aparato de Golgi, es procesado por una convertasa de tipo furina en el sitio 
denominado S1 y genera dos fragmentos que se mantienen asociados no covalentemente y que 
forman un receptor heterodimérico en la superficie celular (Fig. I.9; Fortini, 2001). Los ligandos del 
Notch son proteínas transmembrana y por tanto la señalización se produce por contacto célula-
célula. Se han identificado diferentes ligandos de Notch, que globalmente, se han denominado 
ligandos DSL (por Delta y Serrate en Drosophila y Lag-2 en C. elegans; Louvi and Artavanis-
Tsakonas, 2006). En mamíferos se han identificado 5 ligandos DSL: tres de los cuales están 
estructuralmente más relacionados con Delta (Delta 1, 2 y 4) y dos son más similares a Serrate 
(Jagged1 y 2). Después de la unión con el ligando, se produce la liberación del dominio extracelular 
del receptor Notch (NECD) por la acción de proteasas extracelulares de la familia ADAM/TACE en 
el sitio S2 (Fig. I.9). En ausencia de unión al ligando, las repeticiones del dominio extracelular LIN-
12/Notch (LNRs) previenen el procesamiento en el sitio S2 (Le Borgne et al., 2005). La ruptura en el 
sitio S2 genera una forma activada del receptor notch unida a la membrana. El péptido así formado, 
que carece de dominio extracelular es procesado en el sitio S3, situado dentro del dominio 
transmembrana, por el complejo γ–secretasa. Este proceso permite la liberación al citoplasma del 
dominio intracelular de Notch, denominado NICD (Notch Intracelullar Domain; fig. I.9). Se ha 
demostrado que NICD, sin cascadas de señalización, se localiza en el núcleo y se asocia con 
proteínas con dominios de unión a ADN denominadas CSL (de CBF1, promotor binding factor1 en 
humanos; Supressor of Hairless en Drosophila y Lag-1 en C. elegans) que regulan la expresión de 
un serie de genes diana (Fig. I.9; Lecourtois and Schweisguth, 1998, Schroeter et al., 1998). La vía 
de señalización depediente de CSL se denomina la vía canónica del recepetor Notch (Kopan, 2002). 
También se ha descrito en diferentes sistemas, activación de la vía de Notch independiente de CSL 
(Matsuno et al., 1995, Martinez Arias et al., 2002). Las dianas de transcripción de Notch, aún no han 
sido completamente establecidas. Sin embargo se sabe que la activación de la vía de Notch mediada 
por Supressor of Hairless incrementa la transcripción de represores transcripcionales hélice-bucle-















Figura I.9. Vía de señalización mediada por el receptor Notch. La activación de Notch, tras la unión con el 
ligando Delta, requiere de dos cortes proteolíticos del receptor (S2 y S3). Después del corte S3, el dominio 
intracelular de Notch (NICD) se transloca al núcleo. La asociación de NICD con las proteínas de unión a 
ADN, CSL, perturba al complejo co-represor de CSL (R) y promueve el ensamblaje del complejo co-activador 
CSL (A), mediando de ese modo la activación transcripcional. Los ligandos DSL (rosa) pueden ser procesados 
al igual que Notch, primero en el sitio extracelular S2 y posteriormente en dominio de membrana en S3. CSL; 
CBF1, Supressor of Hairless, Lag-1; Dl, Delta; N, Notch; NECD, dominio extracelular de Notch; NICD, 
dominio intracelular de Notch; Ser, Serrate. Imagen tomada de Le Borgne y col, 2005 (Le Borgne et al., 2005). 
El gen que codifica para el receptor Notch se identificó en Drosophila, donde se observó que 
la falta de función parcial (haploinsuficiencia) originaba muescas o cortes (notches) en los márgenes 
de las alas de las moscas (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Notch adquirió su notoriedad en los 
análisis clásicos de mutantes de falta de función letales, realizados en embriones de Drosophila, 
donde se observó que las células destinadas a ser epidermis cambiaban su determinación 
adquiriendo un destino neural (Poulson, 1937). 
Además Notch participa reiterativamente en el desarrollo de la retina en Drosophila 
y en el desarrollo de los precursores de los órganos sensoriales externos o SOP (Sensory 
Organ Precursor) del individuo adulto en Drosophila. La señalización mediada por Notch es 
un mecanismo conservado, que es empleado en los metazoos en multitud de procesos del 
desarrollo (Lai, 2004). 
6.1. Endocitosis y señalización mediada por Notch. 
Una de la primeras evidencias, de que la endocitosis juega un papel muy importante en la 
señalización mediada por Notch, se obtuvo en los análisis del mutante en dinamina (shits) de 
Drosophila (Poodry, 1990, Chen et al., 1991, van der Bliek and Meyerowitz, 1991). El bloqueo de la 
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endocitosis dependiente de dinamina bloquea la señalización a través de Notch, tanto si se produce 
en las células emisoras de la señalización (que expresan los ligandos DSL) como en las células que 
reciben la señal (que expresan el receptor Notch; Seugnet et al., 1997). Esto se debe a que en 
Drosophila para la activación de Notch se requiere que el ligando sea endocitado por la célula 
señalizadora, aunque hasta la fecha no se conoce bien la causa de este requerimiento (Le Borgne et 
al., 2005). La endocitosis del receptor en la célula que recibe la señal podría actuar a dos niveles 
diferentes. En primer lugar, tras la unión del ligando y la proteólisis en el sitio S2, hay indicios de 
que el corte en el sitio S3 que libera la forma activa intracelular, podría requerir la endocitosis del 
receptor, e incluso podría tener lugar en un compartimento intracelular (Gupta-Rossi et al., 2004). 
Pero además Notch está sujeto a endocitosis en ausencia de ligando, pudiendo dirigirse en este caso 
hacia la vía degradativa lisosomal dependiente de Hrs o hacia la vía de reciclado de vuelta a la 
membrana. En la decisión de la vía hacia la que se dirige Notch participarían las E3-Ubiquitin-
ligasas Nedd4 y Su(dx), que promoverían su degradación (Wilkin et al., 2004, Sakata et al., 2004), y 
Dx, que antagonizaría la degradación de Notch promovida por Nedd4 y Su(dx), dando lugar a 
activación independiente de ligando cuando se sobre-expresa (Fig. I.10; Sakata et al., 2004). Los 
estudios de localización indican que Su(dx), Nedd4 y Dx están presentes en los endosomas, pero es 
posible que actúen también en la superficie celular para mediar la endocitosis de Notch (Le Borgne 












Figura I.10. Dx y Su(dx)/Nedd4 actúan antagónicamente en la regulación del tráfico endosomal de 
Notch. Modelos de la regulación de la señalización mediada por Notch. Después de la endocitosis del receptor 
Notch (SE, sorting endosoma) Notch puede ser dirigido para su degradación hacia compartimentos marcados 
como Rab7-GFP positivos. Este tráfico vesicular parece estar regulado por Su(dx) y Nedd4. Dx parece actuar 
antagónicamente a Su(dx) y Nedd4 dirigiendo a Notch hacia endosomas de reciclaje (RE). Estos procesos de 
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tráfico celular pueden promover una activación de Notch independiente de ligando (DSL) y de CSL. Imagen 
tomada de Le Borgne, 2005 (Le Borgne et al., 2005). 
Estos resultados sugieren que la endocitosis del receptor Notch puede constituir un punto de 
regulación de la intensidad de la señal, dado que no solo afecta a los niveles del receptor, sino que 
puede afectar a la señalización de Notch, tanto positiva como negativamente dependiendo del 
contexto (Le Borgne et al., 2005). 
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Objetivos 
Nuestro grupo, de reciente creación, se interesa fundamentalmente por las alteraciones 
genéticas que dan lugar a patologías del organismo que afectan al sistema nervioso y más 
concretamente a la retina de Drosophila, modelo de nuestro estudio. 
Dentro de este interés general, hemos abordado en esta tesis doctoral el estudio de la única 
mutación no letal en la cadena pesada de la clatrina, el alelo Chc4 de Drosophila melanogaster. 
Nuestro trabajo parte de la hipótesis central de que debido a las múltiples funciones de la 
clatrina en nutrición celular, señalización y transmisión sináptica, un mutante subletal es idóneo para 
determinar cuáles de estos procesos están críticamente determinados por la endocitosis, y en especial 
el efecto sobre la supervivencia celular y neuronal a largo plazo de alteraciones en endocitosis. 
Partiendo del escaso conocimiento que se tiene sobre el alelo Chc4, nuestros objetivos han 
sido: 
 
Primero, caracterizar la mutación  a nivel molecular y celular. 
 
Segundo, determinar si el mutante presenta alteraciones en la viabilidad de las células de la 
retina y en caso afirmativo caracterizarlas. 
 
Tercero, estudiar el desarrollo de la retina determinando qué procesos transcurren con 
normalidad y cuáles se ven alterados por la mutación. 
 
Cuarto, investigar las causas y el curso de las alteraciones encontradas en la retina. 
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MATERIALES  
Todos los reactivos empleados en la preparación de las distintas soluciones y tampones han 
sido de grado analítico o de grado apto para su uso en biología molecular.  
1. Drosophila melanogaster. 
1.1. Condiciones estándar de cultivo de Drosophila. 
Las moscas se cultivaron en un medio compuesto de 10% de levadura, 7,5% de azúcar, 3,5% 
de harina de trigo, utilizando 0,6 % de ácido propiónico como antimicótico y 1,25% de agar para 
solidificar el medio. 
Para los estudios realizados en esta tesis las moscas se crecen en una cámara de 25º C de 
temperatura y un 60% de humedad relativa, bajo un ciclo de 12 horas luz-12 horas oscuridad. Otras 
condiciones de temperatura usadas se detallan en el apartado 1.3. Cuando a lo largo de la tesis no se 
mencionan las condiciones de temperatura, significa que las moscas se crecieron a 25º C. 
1.2. Modificaciones de la iluminación. 
Condiciones de luz intensa. Después de una puesta de 48 horas en condiciones de 
fotoperiodo normal, los viales se vacían de adultos y se depositan bajo una fuente de iluminación, 
que contiene una bombilla de 60 vatios a una distancia de 30 cm, y que está acoplada al fotoperiodo 
de 12 horas luz-12 horas oscuridad de la cámara. Las moscas se mantienen bajo éstas condiciones de 
iluminación hasta la disección. 
Condiciones de oscuridad. Después de una puesta de 48 horas en condiciones de 
fotoperiodo normal, los individuos adultos se trasladan a un vial con comida fresca y el vial donde 
está la puesta se recubre con papel de aluminio y se mantiene en oscuridad permanente. Cuando 
comienzan a eclosionar los adultos del pupario, procedentes de los viales mantenidos en oscuridad, 
se vacían los tubos en la cámara oscura, y cada 48 horas se pasan los adultos que han eclosionando a 
un vial nuevo. Los animales se mantienen en viales recubiertos de papel de aluminio en condiciones 
de oscuridad continua hasta que son diseccionados. 
1.3. Modificaciones de la temperatura. 
Cultivo a 18º C. Las moscas se crecen en una cámara de 18º C de temperatura y un 60% de 
humedad relativa bajo un ciclo de 12 horas luz-12 horas oscuridad. 
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Cultivo a 28º C. Las moscas se cultivan en una estufa mantenida a 28º C de temperatura, 
que contiene un recipiente de agua para facilitar la humedad en el ambiente y oscuridad continua.  
Choque térmico a 31º C. Los viales que contienen las moscas se pasan a un baño de agua 
previamente calibrado a 31º C durante 6 horas.  
1.4. Líneas de Drosophila melanogaster empleadas. 
Las líneas de Drosophila melanogaster que se han usado en el desarrollo de esta tesis  se 
describen a continuación en las tablas M1-M4. 
 
Tabla M.1. Cepas control y balanceadoras. 
Nombre Genotipo Origen Referencia Observaciones 
Oregon R Silvestre M. Cervera   
yellow white y, w;; M. Cervera  Parental de las 
líneas transgénicas 













y, w; If/CyO; MKRS/ TM6,Tb M. Cervera  Utilizada en el 
mapeo de las 
inserciones de los 
elementos P en las 
líneas transgénicas 
generadas 
Tabla M.2. Líneas mutantes. 
Nombre Genotipo Origen Referencia Observaciones 
y w Chc4 y, w, Chc4/ FM7C;; J. Vinós (Bazinet et al., 
1993) 
Probablemente w1 
cho2 Chc4 cho2, Chc4/ FM7C;; J. Vinós J. Vinós sin 
publicar 
cho2 marcador 
larvario (tubulos de 
Malpigio color 
chocolate) 
Chc4 Chc4/ FM7C;; Esta tesis Esta tesis  
Rescate 
Chc4 
y, w, Chc4; P{CHC3-A2 
mw+}/+; 
J. Vinós (Bazinet et al., 
1993) 
Chc4 no es 
separable de la 
inserción que 
contiene el gen 
Chc+ 
- 30 - 
Notch-fa-
g62 
sc1, z1, Nfa-g62;; Bloomington 
Stock Centre 
nº 102 




Alelo que afecta 




sc1, z1, Nfa-g62, Chc4/ FM7C;; Esta tesis Esta tesis  













y1, Nl1N-ts1, g2, Chc4/ FM7C;; Esta tesis Esta tesis  





Nnd3, Chc4/ FM7C;; Esta tesis Esta tesis  











Yamada et al., 
1999) 
Síntesis de novo de 
fosfolípidos 
alterada 
Tabla M.3. Líneas transactivadoras GAL4. 
Nombre Genotipo Origen Referencia Observaciones 
tubP-GAL4 y1, w*;; P{tubP-GAL4 





(Lee and Luo, 1999) Activador ubicuo 
act5C-GAL4 y1, w*; P{Act 5C-GAL4 








hs-GAL4 w*;; P{Hsp70.PB-GAL4 
mw+} 
M. Calleja (Brand et al., 1994) Activador ubicuo 
a altas 
temperaturas 
arm-GAL4 w*;; P{arm-GAL4 mw+} M. Calleja (Sanson et al., 1996) Activador ubicuo 
en células 
imaginales y de 
larva 






y, w, Chc4/FM7C; P{Rh1-
GAL4 ry+}; 
Esta tesis Esta tesis  
GMR-GAL4 w; P{GMR-GAL4 mw+}; M. Freeman 
stock 1104 
Bloomington 
(Ellis et al., 1993), 
(Hay et al., 1994), 
(Freeman, 1996) 
Activador en 
todas las células 
de la retina 
Chc4 GMR-
GAL4 
y, w, Chc4/FM7C; P{GMR-
GAL4 mw+}; 
Esta tesis Esta tesis  
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GAL4-54 w; P{GAL454 mw+}; R. Cagan (Lee and Luo, 1999) Activador en 
células 




y, w, Chc4/FM7C; 
P{GAL454 mw+}; 
Esta tesis Esta tesis  






w;; P{elav-GAL4 mw+ 
P{UAS GFP} 




cho2, Chc4/FM7C; ; 
P{elav-GAL4 mw+ P{UAS 
GFP}/ TM3 
Esta tesis Esta tesis  
Tabla M.4. Líneas efectoras UAS. 
Nombre Genotipo Origen Referencia Observaciones 
p35 w; P{UAS p35 mw+}; J. Vinós (Zhou et al., 1997) 




Diap 1 w; P{UAS Diap1 mw+}/ 
CyO; 
G. Morata (Hay et al., 1995) Inhibidor de 
proteínas 
apoptóticas 
Clc-GFP w; P{UAS Clc-EGFP}/ 
CyO; 
I. Mellman (Chang et al., 2002) Proteína de 
fusión. Marcador 






cho2, Chc4/FM7C; P{UAS 
Clc-EGFP}/ CyO; 
Esta tesis Esta tesis  
Notch 
completo 







w; P{UAS NECN mw+}/ 
CyO; 
A. Baonza (Brennan et al., 
1999) (Lawrence et 
al., 2000) 
Delección de la 
región 
citoplásmica 
2. Cepas bacterianas. 
Para la transformación y crecimiento de plásmidos se utilizó la cepa de E. coli DH5α, cuyo 
genotipo describe Sambrook y col. (Sambrook and Russell, 2001). 
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3. Plásmidos. 
3.1. Vectores bacterianos. 
- psL301. Vector utilizado para el subclonaje de fragmentos, derivado del ADN de virus 
bacteriofagos. Contiene un superlinker con sitios de corte único para múltiples enzimas de 
restricción y el gen de resistencia a ampicilina (Invitrogen). 
- pCAPs. Vector utilizado para el subclonaje de fragmentos obtenidos por PCR. Contiene la 
mutación letal CAPs en el gen CAP (catabolite activator protein), que le impide crecer en ausencia de 
inserto, y el gen de resistencia a ampicilina (PCR Cloning kit, blunt end, Roche). 
3.2. Vectores de expresión en D. melanogaster. 
- pUAST. Vector derivado de elementos P que contiene extremos con repeticiones invertidas para su 
inserción mediada por transposición en el genoma de D. melanogaster. Contiene las secuencias de 
activación de levaduras UAS (Upstream Activating Sequences), a las cuales se une el factor de 
transcripción de levaduras GAL4, y el gen marcador de selección mw+ (mini white+) para diferenciar 
las moscas que llevan el inserto por el color de los ojos. 
- pUChsΠ∆2-3. Plásmido que aporta la expresión de la enzima transposasa en la generación de 
moscas transgénicas por transposición de elementos P. Se coinyecta en embriones de Drosophila 
junto a las construcciones realizadas en vectores derivados de elementos P. 
3.3. Construcciones. 
- pOT2-Chc. (Stapleton et al., 2002). Plásmido procedente de una genoteca de ADNc obtenidos a 
partir de embriones de D. melanogaster de 0-24 horas, que contiene el ADNc completo que codifica 
para la Cadena Pesada de la Clatrina (CHC) de D. melanogaster (5506 pb, nucleótidos 1553 al 
7059). Porta el gen de la cloramfenicol acetil transferasa (CAMr) que le confiere resistencia al 
antibiótico cloramfenicol. Adquirido de la Drosophila Gene Collection 
(http://www.fruitfly.org/DGC/), clon número LD43101.4. 
4. Oligonucleótidos. 
Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo fueron diseñados con la ayuda del programa 
informático Primer 3, (http://www-genome.wi.mit.edu/genome_software/other/primer3.html), 
(Rozen and Skaletsky, 2000) y fueron sintetizados por Isogen. Se diseñaron 8 parejas de cebadores 
para amplificar todos los exones codificantes del gen Chc de D. melanogaster (Tabla M.5). 
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Además hemos empleado el oligonucleótido general T3, para la secuenciación de los 
fragmentos clonados, cuya secuencia no se incluye. 
Tabla M.5. Cebadores utilizados (F, forward 5´-3´; R, reverse 5´-3´). 









































5. Anticuerpos y fluoróforos. 
5.1. Anticuerpos primarios. 
- Anti-armadillo (ARM, N27A1). Anticuerpo monoclonal de ratón que reacciona contra la región 
amino terminal de la proteína armadillo (ß-catenina) de D. melanogaster. Usado en 
Inmunofluorescencia, IF, (1:10) (Development Studies Hybridoma Bank, 
http://www.uiowa.edu/~dshbwww/). 
- Anti-dominio intracelular de Notch (NICD, C17.9C6). Anticuerpo monoclonal de ratón que 
reacciona contra la región intracelular del receptor Notch de D. melanogaster. Usado en IF (1:10) 
(Development Studies Hybridoma Bank). 
- Anti-caspasa 3 activada (Asp175). Anticuerpo policlonal de conejo generado contra el fragmento 
de la caspasa-3 humana activada (17/19 kDa) resultante del corte adyacente al residuo de Aspártico 
175 y que también reacciona con la de Drosophila. Usado en IF (1:50) (Cell Signaling). 
5.2. Anticuerpos secundarios. 
- Alexa 488 (A11029). Anti-IgG de ratón producido en cabra y acoplado a un fluorocromo. 
Utilizado en IF (1:200) (Molecular Probes). 
- 34 - 
- Alexa 546 (A11030). Anti-IgG de ratón producido en cabra y acoplado a un fluorocromo. 
Utilizado en IF (1:200) (Molecular Probes). 
- Alexa 546 (A11035). Anti-IgG de conejo producido en cabra y acoplado a un fluorocromo. 
Utilizado en IF (1:200) (Molecular Probes).  
5.3. Fluoróforos. 
- Texas Red-Avidina. Avidina conjugada con un fluoróforo, cuyo máximo de emisión se encuentra 
en los 615 nm (Molecular Probes A-820). Utilizado en el ensayo de endocitosis en las células de 
Garland a la concentración de 0.2 mg/ml. 
- Naranja de Acridina. Utilizado para marcar las células muertas. Concentración de uso 0,1 mg/ml. 
(Sigma). 
6. Medios para cultivos celulares. 
6.1. Medio M3 completo. 
El medio de cultivo M3 completo está compuesto por el medio para insectos Shields and 
Sang M3 (Sigma S3652), 0,1% de extracto de levadura, 0,25% de peptona bacteriológica, 10% de 
suero fetal bovino (inactivado por calor), 10 µgr/ml de insulina, estreptomicina y penicilina. El 
medio se filtra por una unidad de filtración de 0,22 µm (MILLIPORE). 
MÉTODOS 
1. Biología molecular. 
Los métodos generales de biología molecular, como el clonaje del ADN en 
plásmidos, la transformación de E. coli, la realización de cultivos bacterianos y las técnicas 
electroforéticas de ácidos nucleicos se llevaron a cabo según los protocolos que describen 
Sambrook y Russell (Sambrook and Russell, 2001).  
1.1. Purificación del ADN. 
1.1.1. Purificación de ADN plasmídico y de productos de PCR. 
Para la obtención de pequeñas cantidades del ADN plasmídico de cultivos de  E. coli se 
utilizó el kit Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System (Promega). 
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Para la extracción del ADN de una banda de gel de agarosa se utilizó el kit QUIAEX II 
Agarose Gel Extraction Protocol (Quiagen). 
Para la purificación de productos de PCR se utilizó el kit QUIAquick (Quiagen). 
1.1.2. Purificación del ADN genómico de una mosca. 
Para la preparación del ADN genómico de D. melanogaster se utilizó el método descrito por 
Gloor y col. (Gloor et al., 1993), para una sola mosca. Se machaca la mosca durante 5-10 segundos 
en un tubo eppendorf de 0,5 ml utilizando una micropipeta con una punta amarilla que contiene 50 
µl de la solución de homogenización formada por 10 mM Tris-HCl pH 8,2, 1 mM EDTA, 25 mM 
NaCl y 200 µg/ml proteinasa K. Una vez machacada la mosca se mezcla con el líquido de la 
micropipeta introduciéndolo dentro de la punta repetidas veces. La mezcla se incuba 30 min a 
temperatura ambiente y posteriormente a 95º C 2 min para inactivar la proteinasa K. Posteriormente 
se le da un pulso de centrifugación para depositar los restos de tejidos al fondo del eppendorf. Esta 
preparación se puede conservar a 4º C durante meses. 
1.2. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
Las reacciones se llevaron a cabo a partir de 1 µl de la preparación de ADN de una mosca en 
un volumen total de 50 µl. Se utilizaron 0,5 µM de cada oligonucleótido, 0,2 mM de cada 
desoxirribonucleótido (Amersham Pharmacia Biotech), 1 U de enzima Taq polimerasa DyNAzyme 
(Finnzymes) con 5 µl de su tampón de reacción. Se utilizó un termociclador Mastercycler Personal 
(Eppendorf) y el programa de amplificación básico utilizado (con pequeñas modificaciones según el 
caso) fue: 94 º C/3 min seguido de 25 ciclos de 94º C/45 s; 56º C/45 s; 72º C/1 min, y un último 
ciclo de elongación de 72º C/7 min. 
1.2.1. Reacción asimétrica en cadena de la polimerasa para la obtención de ADN de 
cadena sencilla. 
Para la obtención de ADN de cadena sencilla para su secuenciación se empleó la técnica de 
PCR asimétrica descrita por Gyllesten y Erlich (Gyllensten and Erlich, 1988). Las reacciones se 
llevaron a cabo a partir de una dilución 1:10 del producto de la PCR y la concentración de los 
cebadores que se utilizó era de 0,5 µM para uno de los oligos y de 0,005 µM para el otro oligo. Las 
condiciones de amplificación de las PCR asimétricas son idénticas a las descritas anteriormente y el 
número de ciclos de amplificación es de 30. 
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1.3. Secuenciación del ADN. 
La secuenciación se realizó en el servicio de Secuenciación Automática del Instituto de 
Investigaciones Biomédicas Alberto Sols, a partir de 100 ng del ADN purificado del producto de la 
PCR asimétrica con el kit de QUIAquick (Quiagen), cuantificado en el espectrofotómetro Bio 
Photometer (Eppendorf, programa ADNss) y 3,2 pmoles del oligo que estaba en menor 
concentración en la reacción. Se secuenciaron las 2 cadenas complementarias del ADN para cada 
producto de PCR. 
1.4. Análisis bioinformático de las secuencias. 
Para diseñar la estrategia de los clonajes se utilizó el programa DNA Strider 1.2 desarrollado 
por Christian Marck y el programa EnzymeX 1.1. Y para el análisis de las secuencias obtenidas se 
utilizó el programa Edit View 1.01, todo ellos soportados en el sistema operativo MacOS.  
Los alineamientos simples de las secuencias de nucleótidos obtenidas con la secuencia del 
ADN genómico de la Cadena Pesada de la Clatrina del BDGP (Berkeley Drosophila Genome 
Proyect) se realizó utilizando el programa LALING disponible en el servidor del Instituto de 
Genética Humana de Montpellier ((Pearson and Lipman, 1988)http://xylian.igh.cnrs.fr/). 
La comparación de las secuencias de D. melanogaster con la de D. pseudoobscura obtenida 
en el Human Genome Sequencing Center del Baylor College of Medicine 
(http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/) se llevó acabo mediante el programa BLAST (Altschul et al., 
1997). 
Para el estudio de las secuencias de aminoácidos de la Cadena Pesada de la Clatrina se 
utilizó el programa DNA Strider 1.2. Los alineamientos múltiples se las secuencias de aminoácidos 
se realizaron con la ayuda del programa ClustalW (European Bioinformatic Institute, EMBL-EBI) y 
con el programa CLC Free Workbench 2.2 desarrollado por la compañía CLC bio A/S para MacOS 
X. 
1.5. Generación de los vectores de expresión pUAST-Chcwt y pUAST-ChcA1082T. 
En la construcción pUAST-Chcwt clonamos el ADNc completo control de la Cadena Pesada 
de la Clatrina, obtenido a partir de una genoteca de ADNc de D. melanogaster (Drosophila Gene 
Collection, clon LD43101), en el vector derivado de elementos P, pUAST. El ADNc-Chc control 
está clonado en el vector pOT2 y su secuencia la obtuvimos en el Genbank con el número de acceso 
AY119615 (Fig. M.1A). El clonaje lo hemos realizado en dos pasos, empleando como vector 
intermediario pSL-301. En un primer paso subclonamos el fragmento XhoI-XhoI (1,2 kb), 
correspondiente al extremo 3´del ADNc-Chc (Fig. M.1D). En un segundo paso subclonamos el 
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fragmento SacI-SacI (4,8 kb) procedente del vector pOT2-Chc, en el vector previamente generado 
pSL-Chc3´ (Fig. M.1E). Posteriormente el ADNc completo que codifica para CHC se aisló por 
digestión doble con las enzimas de restricción NotI y SpeI y lo clonamos en los sitios NotI y XbaI 






















Figura M.1. Las construcciones realizadas para la generación de líneas de expresión de clatrina mutante 
y control se diferencian en un sólo nucleótido. La construcción control pUAST-Chcwt (G) y mutante pUAST-
ChcA1082T (H) contienen el ADNc de Chc clonado en 3´ de las secuencias UAS. Se diferencian en una base, 
siendo Guanina en la contrucción control y Adenina en la mutante. Este cambio de base origina un cambio en 
el aminoácido 1082 de la molécula, siendo Alanina en la construcción control y Treonina en la mutante. La 
construcción control se generó a partir del vector pOT2-Chc (A), en dos pasos. Primero subclonamos el 
fragmento XhoI-XhoI (1,2 kb), en el vector pSL-301 (D) y en un segundo paso subclonamos el fragmento SacI-
SacI (4,8kb) en el vector generado pSL-Chc3´ (E). Mediante doble digestión NotI-SpeI, clonamos el ADNc de 
Chc en el vector pUAST (NotI-XbaI).(G). Para generar la construcción mutante se amplificó el fragmento 
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confirmar que el nucleótido 5153 era la única diferencia con el original. Los siguientes pasos del clonaje se 
realizaron del mismo modo que en la construcción control (F y H). UAS, Upstream Activated Sequences. 
Hsp70, promotor. El gen marcador mini white que contiene pUAST no esta representado. 
Para generar la construcción pUAST-ChcA1082T, amplificamos por PCR a partir de 5 µl de la 
preparación de ADN extraído del mutante Chc4, el fragmento de 1,6 kb que contiene el cambio de 
nucleótido detectado en Chc4 y las dianas MluI y AatII (Fig. M.1B). Para la reacción de 
amplificación se utilizó la enzima Platinum Pfx DNA Polimerasa, que posee actividad correctora 3´-
5´ (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las condiciones de amplificación fueron: 
94º C/3min seguido de 30 ciclos de 94º C/45 s; 65º C/45s; 68º C/2 min 30 s, y un último ciclo de 
elongación de 68º C/7 min. El producto de la PCR se purificó mediante el kit QUIAquick (Quiagen) 
y durante 15 min a 37º C se trató con la enzima T4 DNA polimerasa (BioLabs) y 0,2 mM de cada 
desoxirribonucleótido, en un volumen final del 20 µl para hacer romos los extremos del producto de 
la PCR. Posteriormente se clonó el fragmento de 1,6 kb, en el vector pCAPs, digerido con la enzima 
de restricción que produce extremos romos MluI. La secuencia amplificada por PCR se secuenció a 
partir de 500 ng de la preparación del ADN plasmídico y 3 pmoles de los oligos ChcF6 y ChcR5 
(Tabla M.5, Materiales). Mediante digestión con las enzimas MluI y AatII, aislamos el fragmento de 
912 pb que contenía el cambio del vector pCAPs y lo clonamos en el vector pOT2-Chc, digerido con 
las mismas enzimas, generando así el vector pOT2-Chc* (Fig. M.1C). A partir de este punto el 
clonaje se realizó del mismo modo que en la construcción control (indicado en la figura M.1F-H). 
1.6. Generación de líneas transgénicas. 
Las líneas transgénicas se generaron utilizando la técnica de transformación mediada por 
elementos P descrita inicialmente por Spradling y Rubin (Spradling and Rubin, 1982). Embriones de 
0 a 45 minutos de la línea y, w, caracterizada por tener ojos blancos en el estadío adulto, se 
microinyectaron con una solución que contiene 0.3 mg/ml de la construcción a insertar y 0.1 mg/ml 
del plásmido pUChsΠ∆2-3 que codifica la transposasa. Los embriones microinyectados (G0) que 
llegan a la etapa adulta se cruzan individualmente con varios ejemplares del sexo opuesto de la línea 
parental. Se seleccionan los descendientes (G1) que presentan color en los ojos, que indica que han 
incorporado la construcción que contiene el gen mini white junto con las construcciones de interés, 
que rescata parcialmente la mutación white de la línea parental. 
Para el mapeo cromosómico de las inserciones y la generación de líneas homocigóticas se 
utilizaron técnicas estándar de genética de moscas. 
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1.7. El sistema UAS/ GAL4. 
Para el análisis de las construcciones generadas durante esta tesis se utilizó el sistema 
UAS/GAL4 desarrollado por Brand y Perrimon (Brand and Perrimon, 1993), que permite la 
expresión selectiva de los genes clonados en patrones específicos celulares, de tejido y/o temporales 
en D. melanogaster. Para ello se cruzan las diferentes líneas activadoras GAL4, que expresan el 
factor GAL4 bajo diferentes promotores (pudiendo dirigir así su expresión en diferentes tejidos y 
etapas del desarrollo) con las líneas transgénicas efectoras UAS, que portan el transgen que nos 
interesa expresar clonado en posición 3´ de las secuencias UAS, a las que se une el factor GAL4. 
2. Análisis morfológico del ojo adulto de Drosophila melanogaster.  
2.1. Microscopía óptica. Secciones semifinas de ojo adulto de Drosophila melanogaster.  
La preparación de los especímenes se desarrolló según el protocolo descrito por Tanya Wolf 
(Wolff, 2000d). Las moscas se anestesian con CO2, se sumergen 5 min en etanol al 70% y 
posteriormente en PBS donde son diseccionadas. Se decapitan y se secciona también la probóscide 
para facilitar la penetración del fijador en el tejido de interés. Una vez diseccionadas las cabezas se 
pasan a una solución que contiene 2% glutaraldehído (Sigma) en tampón fosfato 0.1 M pH 7,2 y se 
mantienen en esta solución fijadora mientras dura la disección del resto de individuos del mismo 
genotipo (n=3-6). Posteriormente las cabezas se pasan a una solución compuesta por glutaraldehído 
al 2% y tretraóxido de osmio (OsO4) al 1% en tampón fosfato 0,1 M, pH 7,2, a 4º C durante 30 
minutos. Se lavan una vez con el mismo tampón sin fijador durante 10 minutos. Posteriormente las 
cabezas se incuban durante 2 horas en hielo con OsO4 al 2% en el mismo tampón. Las muestras se 
deshidratan a través de una serie de etanol (30%, 50%, 70%, 90%, 10 minutos cada uno y 100% 2 
veces 10 minutos) y se sumergen en óxido de propileno (Serva) durante dos incubaciones de 10 
minutos, para ser incluidas en una disolución 1:1 de óxido de propileno-resina plástica Durcupan 
(Fluka, Buchs), durante toda la noche a temperatura ambiente. Al día siguiente las cabezas se 
embeben en la resina pura durante 4 horas, se colocan en los moldes para ser orientadas 
correctamente y se introducen en una estufa a 65º C durante toda la noche para que tenga lugar la 
polimerización de la resina plástica. Posteriormente se cortan los moldes de resina, donde están 
incluidas las cabezas, de tal modo que en el frente permanezca uno de los dos ojos de la muestra. 
Para llevar a cabo la reorientación de las muestras se incluyen en la posición adecuada en resina 
pura, en una cápsula cilíndrica TAAB de 8 mm, (Fedelco), y se depositan en una estufa a 65º C 
durante toda la noche. 
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Las secciones transversales semifinas del ojo de D. melanogaster de un grosor de 1µm, se 
realizan en el servicio interdepartamental de microscopía electrónica de la UAM (SIDI) utilizando 
un Reichert Ultracut S Ultramicrotome. Las secciones se tiñen durante 5 minutos a 55º C con 1% 
azul de metileno (Merck), 0,5% azur II (Merck) en 1% tetraborato sódico (Merck) y durante 30 
segundos con fucsina básica al 1% (Merck). Las preparaciones se montan con DePeX (Serva), se 
visualizan en un microscopio óptico Nikon Eclipse E400 y se fotografían con una cámara Olympus 
DP50 utilizando los objetivos de inmersión de 60 y 100 aumentos. 
2.2. Microscopía electrónica de transmisión. Secciones ultrafinas de ojo adulto de 
Drosophila melanogaster.  
Se diseccionan las cabezas de las moscas por decapitación, bajo anestesia y se fijan en una 
solución de 3,5% glutaraldehído, 4% paraformaldehído (Sigma) en 0,1 M tampón cacodilato sódico 
pH 7,4 a temperatura ambiente durante 4 horas siguiendo el protocolo de Tanya Wolff (Wolff, 
2000c). Las cabezas se postfijan en 1% ácido tánico (Sigma-Aldrich) en la solución fijadora descrita 
previamente a temperatura ambiente durante toda la noche. A continuación las muestras se lavan en 
0,1 M tampón cadodilato sódico pH 7,4 durante 20 minutos una vez. El proceso de osmificación se 
lleva a cabo durante 2 horas en una solución al 2% de tetraóxido de osmio en 0,1 M tampón 
cacodilato sódico. Las muestras se tiñen con acetato de uranilo al 2% durante toda la noche. Las 
cabezas se deshidratan en concentraciones sucesivas de etanol, 30%, 50%, 70%, 90% y 100%, 
durante 5 minutos cada vez. Posteriormente se equilibran en óxido de propileno al 100% durante 10 
minutos dos veces. La inclusión con la resina plástica Durcupan disuelta en óxido de propileno se 
hace lentamente en concentraciones sucesivas, del 15%, 33%, durante 2 horas, del 50% durante la 
noche, 66% durante 4 horas y 100% de resina durante toda la noche a temperatura ambiente. Las 
muestras se trasladan a los moldes adecuados que contienen resina Durcupan fresca al 100% y una 
vez orientadas correctamente se introducen en una estufa a 65º C durante la noche para la 
polimerización de la resina plástica. 
Las secciones ultrafinas se cortaron en un ultramicrotomo Reichert Ultracut S 
Ultramicrotome, a un grosor de 60 nm, y se colocaron en rejillas de barrotes de 300-400 mess. Las 
muestras se observaron en el microscopio de transmisión electrónica Jeol JEM 1010 a una tensión de 
100kV y las fotografías se tomaron con una cámara digital Gatan BioScan. 
2.3. Microscopía electrónica de barrido de ojo adulto de Drosophila melanogaster. 
Para observar la morfología externa del ojo adulto de D. melanogaster se procesan las 
muestras como describe Tanya Wolff (Wolff, 2000b). Una vez anestesiados a los individuos adultos 
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se les disecciona en PBS. Se les amputa el abdomen, las patas, las alas y parte del tórax. La otra 
parte del tórax se conserva para manipular los especimenes con las pinzas evitando dañar la 
morfología externa de los ojos. Se fijan los tejidos durante toda la noche, a temperatura ambiente, en 
una solución que contiene 1% formaldehído (Sigma) y 1% glutaraldehído en tampón cacodilato 
sódico 0,1 M pH 7,2. Tras un lavado con agua destilada durante 10 min a temperatura ambiente, las 
muestras se deshidratan con una serie gradual de etanol durante 12 horas cada una a temperatura 
ambiente (30%, 50%, 70%, 90% y etanol absoluto). Las muestras se conservan en etanol absoluto 
hasta su procesamiento en el servicio de microscopía de barrido de la U.A.M. Allí se someten al 
Punto Crítico para secado de muestras Emitech K850, siguiendo el método descrito por Kimmel y 
col. (Kimmel et al., 1990) y una vez secadas las muestras se orientan correctamente en los 
portaobjetos y se recubren con una capa de oro utilizando el Sputter Caoter SC 502. Posteriormente 
las cabezas de las moscas se visualizan en el microscopio electrónico de barrido Philips XL30, 
acoplado al analizador EDAX DX4i. 
3. Análisis de la retina pupal de Drosophila melanogaster. 
3.1. Determinación de la madurez de la retina pupal. 
Para determinar el grado de madurez alcanzado por la retina pupal, se seleccionan los 
individuos en el momento de la secreción del pupario (pre-pupa de color blanco), y se incuban a la 
temperatura deseada, 18º C y 25º C, durante los tiempos adecuados para la obtención de retinas 
correspondientes a los distintos estadíos de desarrollo, según la descripción de Cagan y Ready que se 
especifica en la Figura M.2 (Cagan and Ready, 1989a). El tiempo que tarda la retina en madurar es 
dependiente de temperatura como el resto de procesos de desarrollo en Drosophila melanogaster. 
Aunque varios autores utilizan la nomenclatura de referir el grado de madurez de la retina al 
tiempo transcurrido, definido como horas después de la pupación, éste método tiene el inconveniente 
de ser dependiente por tanto de la temperatura del ensayo. En esta tesis vamos a referir el grado de 
madurez de la retina al porcentaje del tiempo total del desarrollo pupal transcurrido, nomenclatura 
descrita por Reiter y col., con lo que aunque a diferentes temperaturas el tiempo de desarrollo varía, 
el porcentaje de dicho tiempo es el mismo (Reiter et al., 1996).  
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Figura M.2. Esquema del desarrollo de la retina pupal. L-3, larva de tercer estadaío. R1-R8, neuronas 
fotorreceptoras. CCs, células del cono. PPCs, células pigmentarias primarias. IOPCs, células pigmentarias 
interomatidiales. PCD, muerte celular programada (Programmed Cell Death). 
3.2. Inmunofluorescencia. 
La inmunodetección mediante fluorescencia en la retina pupal se llevó a cabo siguiendo el 
protocolo descrito en Schneider y col. (Schneider et al., 1995) y en Tanenbaum y col. (Tanenbaum et 
al., 2000) con algunas modificaciones. Las retinas se diseccionan en PBS, se hace una incisión en el 
opérculo de la pupa para retirar por completo toda la cubierta, se seccionan los tejidos de la pupa 
hasta quedarnos solamente con la cabeza, a la cual se le da la vuelta como una guante, y se extraen 
las retinas unidas el sistema nervioso central de la pupa. Durante todo el proceso se mantiene el 
sistema nervioso central para manipular así las muestras evitando que las retinas puedan ser dañadas 
por las pinzas. Las muestras se tratan con la solución fijadora que contiene 4% de paraformaldehído 
en PBS durante 30 minutos, en el caso de las incubaciones con el anticuerpo anti-armadillo y anti-
caspasa 3 activada, y 2% de paraformaldehído en PBS durante 15 minutos para las tinciones con el 
anticuerpo frente al receptor Notch. Después de la fijación las muestras se lavan 10 minutos con el 
mismo tampón salino y se incuban durante 30 minutos con la solución compuesta por 3% de suero 
de cabra, 0,1% de albúmina de suero bovino (Sigma) y 0,1% del detergente IGEPAL CA-630 
(Sigma) en PBS durante 30 minutos para el bloqueo de inespecificidad, y luego se incuban con los 
diferentes anticuerpos primarios diluidos en la solución de bloqueo durante la noche a 4º C. 
Posteriormente las muestras se lavan en PBS durante 20 minutos y se incuban con el 
correspondiente anticuerpo secundario, diluido 1:200 en la solución de bloqueo, durante una hora a 
temperatura ambiente y finalmente se lavan en PBS durante una hora a temperatura ambiente 
(cambiando tres veces el PBS). Las preparaciones se montan en el medio Vectashield (Vector 
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IRE 2 ). 
Parte de las inmunofluorescencias se llevaron a cabo durante la estancia breve disfrutada en 
el laboratorio del Dr. Marcos González Gaitán, en el Max Planck Institute of Molecular Cell Biology 
and Genetics, Dresde, Alemania. El protocolo desarrollado fue el descrito anteriormente, 
exceptuando que las retinas se montaron en Mowiol (Molecular Probes) y se visualizaron en un 
microscopio confocal invertido Olympus. 
3.3. Detección de muerte celular mediante tinción con Naranja de Acridina. 
Las retinas junto con el sistema nervioso central de las pupas se diseccionan en tampón PBS 
siguiendo el método descrito por Tanya Wolff (Wolff, 2000a) y se incuban durante dos minutos a 
temperatura ambiente con una solución que contiene 0,1 mg/ml Naranja de Acridina (Sigma) en 
PBS según el protocolo desarrollado por Spreij (Spreij, 1971; Reiter et al., 1996). Posteriormente las 
muestras se lavan en PBS, se montan en un portaobjetos y rápidamente se fotografían con la cámara 
Olympus DP50 acoplada al microscopio óptico de fluorescencia Nikon Eclipse E400. 
3.4. Determinación del número de células pigmentarias interomatidiales sobrantes por 
omatidio. 
El número de IOPCs se determinó a partir de fotografías de microscopía confocal de retinas 
al 40% de su desarrollo teñidas con el anticuerpo N27A1 anti-armadillo. 
Cada omatidio está rodeado por 9 IOPCs, de las cuales 6 son compartidas entre dos 
omatidios y 3 entre tres omatidios. Por ello, por cada omatidio hay 4 IOPCs en la retina (6/2 + 3/3 
IOPCS). 
Para determinar el número de IOPCs, por tanto, se asignó la mitad de cada IOPC compartida 
entre dos omatidios a cada uno de ellos, y un tercio de cada IOPC compartida entre 3 omatidios. En 
animales control, el número resultante es de 4,06 ± 0,03, indicando la precisión del proceso de 
muerte celular programada, que sólo comete un error cada 16 omatidios, es decir una célula sobrante 
cada 66 IOPCs. 
4. Ensayo celular de endocitosis. 
Se seleccionan larvas de tercer estadío, y se sumergen en medio M3 completo para proceder 
a su disección. Con unas pinzas planas se sujeta a la larva por los ganchos de la boca y con unas 
pinzas afiladas se hace un corte a una altura de 1/3 aproximadamente de la boca de la larva. Se 
rasgan los 2/3 posteriores de la larva con un movimiento rápido de las pinzas afiladas, quedando al 
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descubierto el tubo digestivo de la larva. Se corta la sección del tubo digestivo que comprende el 
esófago y el proventrículo en cuya periferia se encuentran las células de Garland, formando un 
racimo de aproximadamente 20 células por individuo con forma ovoide (Demerec, 1994) y se 
incuban en una placa multipocillo que contiene 0.2 mg/ml Texas Red-Avidina (Molecular Probes) 
en el medio de cultivo M3 completo durante 1 ó 10 minutos a 25º C. Las muestras se lavan 
rápidamente con PBS a 4º C, y se fijan en paraformaldehído al 4% en PBS durante 20 minutos a 4º 
C. Posteriormente se lavan en PBS durante 15 minutos a 4º C y se embeben en el medio de montaje 
Vectashield (Vector Laboratories). Las muestras se fotografían en el servicio de microscopía 
confocal de la UAM (SIDI), en un microscopio confocal invertido Leica (LEICA-TCS SP2-DM IRE 
2), utilizando el objetivo de inmersión de 63 aumentos y un zoom de 3 aumentos bajo las mismas 
condiciones de láser. 
Para las incubaciones de 1 minuto a 25º C las condiciones son: láser de Argón 488nm al 
61%, ganancia de 397 voltios, offset al 2%, apertura de 1,40 y láser de Argón/ Helio Neón 543 nm al 
72%, ganancia de 558 voltios, offset de -1% y apertura de 1,40. 
Para las incubaciones de 10 minutos a 25º C las condiciones son: láser de Argón 488nm al 
41%, ganancia de 418 voltios, offset al 1%, apertura de 1,40 y láser de Argón/ Helio Neón 543 nm al 
42%, ganancia de 429 voltios, offset 0% y apertura de 1,40. 
El análisis de las fotos capturadas se realiza mediante el software de Leica Microsystem. Se 
seleccionan las regiones de interés, correspondientes a una sección de las células de Garland donde 
se visualizan los núcleos y se cuantifica la intensidad en el canal del rojo, donde emite el fluoróforo 
Texas Red-Avidina. Los resultados fueron referidos como cantidad de Texas Red-Avidina 
endocitada por el perímetro medido en micras para cada célula de Garland (Sumatorio de intesidad 
en el canal rojo/ 2 π r ). 
5. Análisis morfológico del disco de ojo mediante tinción con Sulfito de 
Cobalto. 
Para visualizar la superficie apical de los discos de ojo se siguió el protocolo descrito en 
{Wolff, 2000 #217}. Se diseccionan los discos de ojo y antena procedentes de las larvas de tercer 
estadio en 0,1 M tampón fosfato sódico y se fijaron durante 10 minutos a temperatura ambiente en 2, 
5% glutaraldehído disuelto en el mismo tampón. Los discos se lavan en agua y se incuban en 2-4% 
nitrato de cobalto disuelto de agua, durante 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente los 
tejidos se lavan brevemente en agua y se incubaron en una solución fresca de 2% sulfito de amonio 
disuelto en agua durante 30 segundos. Después de lavar en agua, los discos se montan en un 
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portaobjetos en 80% de glicerol para ser fotografiados en el microscopio óptico Nikon Eclipse E400 
con la cámara Olympus DP50. 
6. Análisis estadístico. 
Los resultados descritos se han expresado como media ± SEM. El análisis estadístico se 
realizó mediante el test de la t de Student. Se consideró una significación estadística cuando P<0,05 
(* indica P<0,05; ** indica P<0,01 y *** indica P<0,005). 
7. Informática. 
Para la captura de las imágenes en el microscopio óptico se utilizó el programa View Finder 
Litlle 1.0, en el microscopio confocal el software de Leica Confocal System y el Digital Micrograph 
3.1 en el microscopio electrónico. Las imágenes capturadas, se han tratado con los siguientes 
programas para facilitar su visualización y para su presentación en esta tesis: Graphic Converter 4.5, 
iView MediaPro 1.5.6, Adobe Photoshop 7.0.1, Adobe Illustrator 10 y PowerPoint 2004 todos ellos 
soportados en el sistema operativo Mac OS X 10.4.5. 
Para la realización de gráficas y el análisis estadístico se utilizó el programa Microsoft Excel 
2004 para Mac OS X 11.1 y el programa GraphPrism v.3. Para las referencias bibliográficas se ha 
usado el EndNote 8 y para la realización de esta tesis el Microsoft Word 2004 para Mac OS X 11.1. 
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RESULTADOS 
1. Determinación de la lesión molecular responsable de la mutación Chc4. 
El alelo Chc4 fue identificado por el Dr. Bazinet en el año 1993, dentro del grupo de 
mutantes generados por el agente mutagénico Etilmetano-sulfonato (EMS), en el gen de la cadena 
pesada de la clatrina (Bazinet et al., 1993). El mutante Chc4 no estaba caracterizado a nivel 
molecular, y tampoco se conocían las alteraciones a nivel de endocitosis mediadas por dicho alelo. 
Dada la utilidad del alelo mutante Chc4 en nuestros estudios de degeneración retiniana, nos 
hemos planteado identificar la lesión molecular responsable de la mutación. Para ello hemos 
secuenciado la región codificante del gen Chc en machos hemicigóticos para el alelo Chc4 para su 
posterior comparación con la secuencia ya conocida del gen de la cadena pesada de la clatrina, a 
traves del proyecto genoma de Drosophila melanogaster (Drosophila Berkeley Genome Project; 
Adams et al., 2000). 
1.1. Chc4 presenta un cambio específico de la Alanina 1082 a Treonina. 
La secuencia codificante del gen Chc comprende los exones 2 a 7, puesto que el primer exón 
incluye sólo secuencias que no se traducen. Para obtener ADN para su secuenciación, amplificamos 
dichos exones a partir del ADN genómico, extraído de machos Chc4 (genotipo y, w, Chc4, Tabla 
M.1, Materiales), usando 8 parejas de cebadores diseñados para este propósito (Tabla M.5, 
Materiales). A partir de cada producto de PCR y mediante reacciones de PCR asimétrica (Apartado 
1.2.1, Métodos), obtuvimos ADN de cadena sencilla para su secuenciación. Cada posición fue 
secuenciada independientemente dos veces para cada una de las cadenas que la codifican. Para su 
análisis, la secuencia obtenida fue comparada utilizando el programa LALING (Pearson and 
Lipman, 1988; http://xylian.igh.cnrs.fr/), con la secuencia del gen de la cadena pesada de la clatrina 
del Berkeley Drosophila Genome Proyect (BDGP), número de acceso IDs: CG9020. Las diferencias 
encontradas entre ambas secuencias se muestran en la Tabla R.1. 
En el análisis comparativo hallamos trece mutaciones silenciosas en la secuencia de 
nucleótidos que no alteran la secuencia polipeptídica de la cadena pesada de la clatrina, ya que 
afectan a la tercera base de los codones (Tabla R.1).  
Drosophila melanogaster es una especie cuyos ejemplares presentan un alto grado de 
polimorfismo silencioso en regiones codificantes del genoma, (superior al 1 %, Moriyama and 
Powell, 1996). El número de polimorfismos silenciosos encontrados en el gen Chc es por tanto muy 
cercano al esperado. 
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  Secuencia de Chc 
BDGP 
Secuencia de Chc4 
 
Base Residuo Triplete aa Triplete aa 
705 116 CTC Leu CTT Leu 
1374 338 AAC Asn AAT Asn 
1485 376 CAG Gln CAA Gln 
1686 443 CAG Gln CAA Gln 
2427 690 TAT Tyr TAC Tyr 
2460 701 GAT Asp GAC Asp 
3255 966 CCA Pro CCC Pro 
3327 990 TCT Ser TCG Ser 
3384 1009 CTC Leu CTT Leu 
3601 1082 GCC Ala ACC Thr 
3768 1137 GCT Ala GCC Ala 
4108 1251 ACG Thr GCG Ala 
4524 1389 GAG Glu GAA Glu 
4533 1391 TTT Phe TTC Phe 
4611 1418 CTG Leu CTC Leu 
5332 1659 CCA Pro ACA Thr 
Tabla R.1. Análisis comparativo de la secuencia del ADN genómico codificante del gen Chc. En la tabla 
se muestran las diferencias de nucleótidos detectadas entre la secuencia del gen Chc obtenida a partir del 
mutante Chc4 y la secuencia obtenida de la base de datos (BDGP). También se indica la posición y el 
aminoácido para el cuál codifican. En negrita se representan las tres diferencias de nucleótidos halladas en el 
mutante Chc4 respecto a la secuencia control que provocan un cambio en la secuencia de aminoácidos de 
CHC. 
Además detectamos tres diferencias de nucleótidos que originan también diferencias en el 
aminoácido especificado por el triplete (Tabla R.1, indicado en negrita). Éstas se localizan en la 
posiciones 3601, 4108 y 5332 del ADNc del gen Chc, provocando la aparición de: Treonina en vez 
de Alanina en la posición 1082, Alanina en vez de Treonina en la posición 1251 y Treonina en vez 
de Prolina en la posición 1659. 
Puesto que no se dispone ya de la cepa de Drosophila melanogaster utilizada para originar 
el alelo Chc4, no es posible saber cuál o cuales de las tres diferencias encontradas se deberían a 
cambios inducidos en el gen Chc durante la mutagénesis ó simplemente a polimorfismos entre 
ambas cepas. Para distinguir entre ambas posibilidades y dado que la cepa originaria donde se 
realizó la mutagénesis estaba marcada con la mutación white (Campbell et al., 1991, Bazinet et al., 
1993), secuenciamos los dos fragmentos que contienen los cambios detectados en Chc4 (Chc6 y 
Chc8, ver Tabla M.5, Materiales) en dos líneas que también llevan la mutación white: y, w, y w1 
(Tabla M.1, Materiales). La comparación de las secuencias obtenidas con las del gen Chc de D. 
melanogaster (BDGP), y las del gen Chc de Drosophila pseudoobscura (Human Genome 
Sequencing Center del Baylor College of Medicine) permitió identificar un único cambio específico 
para el mutante Chc4. 
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 Aminoácido 
Líneas 1082 1251 1659 
    
y w Chc4 Thr Ala Thr 
w1 Ala Ala Thr 
y w  Ala Thr Pro 
BDGP Ala Thr Pro 
D. pseudoobscura Ala Ala Pro 
Tabla R.2. Comparación de los aminoácidos en las posiciones 1082, 1251 y 1659 de la cadena pesada de 
la clatrina entre las diferentes líneas secuenciadas de D. melanogaster (y w Chc4, w1, y w), la secuencia del 
BDGP y la de D. pseudoobscura. El análisis muestra que de los tres cambios detectados inicialmente, el único 
aminoácido presente en la secuencia de Chc4 y ausente en todas las demás líneas es la Treonina en la posición 
1082. 
Los resultados obtenidos indican la existencia de polimorfismos en las posiciones 1251 y 
1659 de la proteína CHC dependiendo de las líneas analizadas (Tabla R.2). Sin embargo, en la 
posición 1082, donde Chc4 presenta Treonina encontramos invariablemente el aminoácido Alanina 
en todas las demás líneas de D. melanogaster y en D. pseudoobscura (Tabla R.2, indicado en rojo). 
Para confirmar que la Treonina no aparece en la posición 1082 del gen Chc en otras cepas white de 
uso común, obtuvimos la secuencia correspondiente de los mutantes w1118 y w67c23, presentando 
ambas también una Alanina.  
El cambio de nucleótido responsable de la mutación de Alanina a Treonina en la posición 
1082, sería el paso de Guanina 3601 a Adenina (Tabla R.1). Dicho cambio es susceptible de haber 
sido generado durante la mutagénesis con Etilmetano-sulfonato (EMS), que a menudo origina la 
alquilación del O6 de la Guanina produciendo una transición de Guanina a Adenina (Ashburner et 
al., 2005). 
La secuencia de la proteína CHC está altamente conservada desde levaduras hasta humanos 
(Kirchhausen, 2000a). La secuencia de Drosophila melanogaster es idéntica en un 80%, 57% y 49% 
a la secuencia de mamíferos, Dyctiostelium discoideum y de levaduras respectivamente (Bazinet et 
al., 1993). Debido al elevado grado de conservación evolutiva que presenta CHC, nos planteamos 
estudiar si la Alanina en la posición 1082 de la molécula para el género Drosophilidae estaría 
conservada en diferentes especies. Para realizar el análisis hemos comparado las secuencias 
polipeptídicas de la cadena pesada de la clatrina de: levaduras, plantas, nemátodos, mamíferos, y de 
D. melanogaster, mediante el programa CLC Free Workbench 2.0. El resultado de este análisis 
comparativo muestra que la posición equivalente a la Alanina 1082 de D. melanogaster, está 
ocupada también por una Alanina en todas las especies analizadas (Fig. R.1).  
 









Figura R.1. Análisis comparativo de la secuencia proteíca de la cadena pesada de la clatrina en 
diferentes especies. Alineamiento de los aminoácidos de la proteína CHC de D. melanogaster, Homo Sapiens 
(isoforma 1 y 2), C. elegans, A. thaliana y S. cerevisiae. Las posiciones ocupadas por el mismo aminoácido en 
todas las especies se representan en azul. El residuo Alanina-1082 para D. melanogaster, está conservado en 
todas las especies analizadas.  
Posteriormente procedimos a estudiar en qué región ó dominio funcional de los descritos 
para la cadena pesada de la clatrina estaba localizado el aminoácido Ala-1082. Esta posición en la 
molécula se localiza en la región que separa el dominio proximal (“pata proximal”) del dominio 
distal (“pata distal”), denominada “rodilla” por la curvatura que presenta la molécula en esta zona 
(Fig. R.2A, flechas). Se ha postulado que esta región de la molécula permanece libre de 
interacciones con otras moléculas de CHC, CLC (cadena ligera de la clatrina) y de proteínas 
adaptadoras (Musacchio et al., 1999).  
En las primeras imágenes detectadas de los trímeros de CHC, en los años 80, ya se observó 
una gran variabilidad en la curvatura que presentaban las cadenas de CHC dentro de un mismo 
trisquelión (Kirchhausen and Harrison, 1984). Posteriormente, estudios de criomicroscopía 
electrónica realizados a partir del ensamblaje de cubiertas de clatrina “in vitro”, han mostrado la 
gran flexibilidad que presenta la molécula de CHC para formar estructuras tridimensionales con 
diferentes ejes de simetría, muy variables en cuanto al tamaño (Fotin et al., 2004). Esta flexibilidad 
de la molécula residiría principalmente en la región de la rodilla y en las regiones distales de la 
cadena, ya que presentan variabilidad en los ángulos de giro cuando ocupan diferentes posiciones en 
la cubierta de clatrina (Fig. R.2B; Musacchio et al., 1999, Mousavi et al., 2004).  
 
 
Ala 1082 en 
D. melanogaster 
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Figura R.2. Representación esquemática de la posición que ocupa el aminoácido 1082 en la cadena 
pesada de la clatrina. A. Dibujo esquemático de un trisquelión (gris claro), formado por 3 moléculas de la 
cadena pesada de clatrina, unidas por su extremos carboxilo-terminal. El aminoácido Alanina 1082 en D. 
melanogaster está localizado en la región de la “rodilla”, indicado mediante flechas en dos de las cadenas que 
conforman el trisquelión. Para apreciar la variabilidad conformacional mostrada por la región de la “rodilla” se 
ha superpuesto al dibujo de un trisquelión que ocupa un vértice no simétrico en la cubierta de clatrina (gris 
oscuro). B. Dibujo esquemático de una cubierta de clatrina, donde se indica la posición de los trisqueliones 
dibujados en la figura A. En uno de los vértices la región de la rodilla adopta un ángulo de 108º (flecha negra), 
mientras que en una posición equivalente el ángulo es de 120º (flecha blanca). 
1.2. El cambio Alanina 1082 a Treonina es responsable de la mutación en Chc4. 
Al ser el cambio de Alanina por Treonina en posición 1082 el único cambio encontrado en la 
molécula de clatrina del alelo mutante Chc4, nos planteamos la posibilidad de que dicho cambio 
fuera resultante de la mutagénesis y responsable de los fenotipos descritos en la literatura para el 
mutante. Dichos fenotipos incluyen subletalidad dependiente de temperatura, baja viabilidad, y 
esterilidad en machos (Bazinet et al., 1993). 
Para determinar la responsabilidad del cambio de aminoácido identificado decidimos 
expresar una cadena pesada de clatrina portadora de dicho cambio en animales Chc4, empleando el 
sistema UAS/GAL4 (Brand and Perrimon, 1993). Para ello hemos clonado el ADNc de Chc, 
introduciendo en él el cambio de Alanina por Treonina en posición 1082 (Apartado 1.5, Métodos). 
La construcción se subclonó en el vector de expresión pUAST, que contiene las secuencias UAS de 
levadura, denominándose pUAST-ChcA1082T (Fig. R.3). Como control utilizamos una construcción 
idéntica pero con la posición 1082 ocupada por una Alanina, pUAST-Chcwt (Fig. R.3). 
 






Figura R.3. Construcciones realizadas para la generación de líneas transgénicas. La construcción control 
pUAST-Chcwt y mutante pUAST-ChcA1082T contienen el ADNc de Chc clonado en 3´ de las secuencias UAS. Se 
diferencian en una base, siendo Guanina en la contrucción control y Adenina en la mutante. UAS, Upstream 
Activated Sequences. Hsp70, promotor. El gen marcador mini white que contienen ambas construcciones no 
esta representado. 
La generación de líneas transgénicas para estas construcciones se realizó mediante 
microinyención de embriones de la línea yw (Apartado 1.6, Métodos), obteniéndose varias líneas 
para cada construcción. En todas las líneas se determinó el cromosoma en el que se había producido 
la inserción por transposición, mediante técnicas de genética clásica. Se mantuvieron varias líneas en 
que la inserción era viable en homocigosis y se había producido en cada uno de los tres cromosomas 
principales (Tabla R.3). 
 
VECTOR DE EXPRESIÓN Líneas transgénicas 
Inserción en   
X 




pUAST-Chcwt 5 1 2 2 
pUAST-ChcA1082T 6 1 2 3 
Tabla R.3. Líneas transgénicas portadoras de las construcciones ChcA1082T y Chcwt. Se mantuvieron varias 
líneas viables en homocigosis para cada cromosoma, excepto para el X, donde sólo se obtuvo una.  
La expresión generalizada tanto de la construcción mutante ChcA1082T, como de la 
construcción control Chcwt, resultó en una altísima letalidad, siendo ésta más elevada en el caso de la 
construcción control, que a 18º C no producía supervivientes en tres de las cuatro líneas analizadas 
para dos promotores diferentes (tubulinaP y actina5C, tabla M.3, Materiales). La construcción 
mutante en cambio, produjo un bajo número de supervivientes a 18º C en tres de las cuatro líneas en 
que se expresó con el promotor tubP, y en las cuatro en que se expresó con el promotor act5C. 
Para analizar el efecto de la expresión de la clatrina control y mutante en animales mutantes 
Chc4, generamos mediante cruces o recombinación, líneas Chc4 portadoras de la construcción 
pUAST-Chcwt o pUAST-ChcA1082T en homocigosis (Tabla R.4). 
 













en  X 
Inserción 
en  II 
Inserción 
en  III 
Chc4 pUAST-Chcwt 3 1 1 1 
Chc4 pUAST-ChcA1082T 3 1 1 1 
Tabla R.4. Líneas transgénicas Chc4 portadoras de las construcciones ChcA1082T y Chcwt. 
La expresión de las construcciones en animales mutantes se realizó utilizando las líneas arm-
GAL4 y hs-GAL4, que dirigen la expresión de construcciones UAS de forma regulada por el 
promotor de los genes armadillo (homólogo del gen β-catenina en mamíferos) y Hsp70 
respectivamente (Tabla M.3, Materiales). Dicha expresión en animales control no induce letalidad. 
La estrategia de cruces utilizada para la expresión de las construcciones en animales mutantes se 
muestra en la Figura R.4. En los cruces se esperaría que un 25% de la descendencia fueran machos 
hemicigóticos para la mutación Chc4, todos ellos portadores de una copia de la construcción UAS y 
del promotor, y por tanto expresarían la clatrina transgénica correspondiente. Como control, se 
cuantificaron los machos mutantes Chc4 obtenidos respecto a los esperados en los cruces de la línea 










Figura R.4. Representación esquemática de la inducción de la expresión del ADNc-Chcwt y ADNc-
ChcA1082T en moscas Chc4. Se cruzaron hembras vírgenes de las líneas transgénicas mutantes Chc4 que además 
portaban las inserciones de la construcción control ó mutante en homocigosis en los cromosomas X, II y III, 
con machos de las diferentes líneas activadoras arm-GAL4 (A) y hs-GAL4 (B).  
En las líneas control (Chc4 transformadas con las construcciones, pero sin los activadores 
GAL4, i.e. sin expresión inducida) hemos observado una letalidad variable, entre un 26% y un 50% 
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animales mutantes que expresan la construcción control bajo inducción del promotor arm-GAL4 se 
observó un rescate muy significativo de la letalidad inducida por el alelo Chc4, incrementándose en 
un 38,4% el número de machos mutantes obtenidos con respecto al control (Fig. R.5A, verde 
oscuro). La expresión de la clatrina mutante con el mismo promotor, sin embargo, no fue capaz de 
rescatar la letalidad inducida por Chc4, obteniéndose un disminución del 15,8% en el número de 
supervivientes con respecto al control que no expresa la construcción (Fig. R.5C, verde oscuro). 
Debido a la sensibilidad a temperatura del alelo Chc4, la letalidad de la mutación cuando los 
cruces se realizan a 28º C se aproxima al 100%, siendo inusual obtener machos adultos 
hemicigóticos para la mutación. La expresión en estas condiciones de la construcción control Chcwt, 
bajo control del promotor hs-GAL4, activo a estas temperaturas, es sin embargo capaz de rescatar la 
letalidad, obteniéndose un 41,4% de moscas mutantes que llevan la construcción control, respecto a 
las que se esperarían para un alelo neutro (Fig. R.5B). Contrariamente, cuando expresamos la forma 
portadora de la mutación ChcA1082T, en las mismas condiciones, no observamos un aumento 
significativo (1%) en el número de mutantes supervivientes (Fig. R.5D). Por tanto la expresión de la 
proteína CHC control por el activador hs-GAL4, a 28º C, rescata la letalidad de los mutantes Chc4 
mientras que la construcción ChcA1082T mutante no lo hace. 
El hecho de que la expresión de la proteína portadora de la mutación A1082T, no rescate el 
fenotipo de letalidad en hemicigotos Chc4, mientras que la proteína control sí lo hace, sugiere 
fuertemente que la letalidad manifestada en los machos Chc4 tiene su base molecular en la mutación 
puntual que da lugar al cambio del aminoácido Alanina por el aminoácido Treonina en la posición 
1082 de la proteína CHC. 
Los resultados obtenidos soportan fuertemente la hipótesis de que el único cambio 
específico encontrado en la secuencia de la cadena pesada de la clatrina del mutante Chc4, es 



































Figura R.5. La expresión de la clatrina mutada ChcA1082T en mutantes Chc4 no rescata la letalidad. El 
tono oscuro de las barras denota expresión de la construcción de cadena pesada de clatrina exógena, mientras 
que el tono claro indica que no hay clatrina exógena. Las barras están ausentes en cruces que no produjeron 
descendencia del genotipo a analizar. El porcentaje de machos hemicigóticos para la mutación Chc4 obtenidos 
respecto a los esperados (1/4 de la descendencia) muestra un incremento significativo cuando se expresa la 
construcción control Chcwt, tanto para el promotor arm-Gal4 (A), como para el hs-GAL4 (B). La expresión de 
la construcción mutante ChcA1082T, con el promotor arm-Gal4 (C), o el promotor hs-GAL4 (D), no reduce la 
letalidad del mutante. Los datos proceden de al menos tres experimentos independientes y la significación 
estadística se calculó mediante la prueba de la t de Student (* indica p<0,05; ** indica p<0,01). 
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2. Alteraciones funcionales celulares de la endocitosis en el mutante Chc4. 
Para determinar el efecto de la mutación Chc4 en la capacidad endocítica como posible causa 
de los fenotipos descritos, realizamos el ensayo de endocitosis en células del mutante Chc4 de D. 
melanogaster, utilizando células de Garland. Las células de Garland son nefrocitos encargados de 
filtrar la hemolinfa (Kosaka and Ikeda, 1983). Estas células, presentes en los estadíos larvarios y 
también en el adulto poseen un elevado índice de endocitosis, tanto de fase fluida como mediada por 
vesículas recubiertas de clatrina, debido a su función. Las células de Garland se localizan entre el 
esófago y el proventrículo formando un racimo, de aproximadamente 20 células por individuo, 
poseen una forma ovoide y son binucleadas. 
Como marcador de localización de la clatrina en estas células, hemos expresado el transgen 
UAS-GFP-Clc (Tabla M.4 Materiales), utilizando la línea activadora act5C-GAL4 (Tabla M.3, 
Materiales) para su expresión ubicua. Estudios previos realizados in vitro, han demostrado que la 
proteína de fusión CLC-GFP, se incorpora de un modo funcional en las cubiertas de clatrina formada 
por los trisqueliones, que están compuestos a su vez por cadenas pesadas de clatrina (Gaidarov et al., 
1999). 
Para identificar las larvas de los machos hemicigóticos para la mutación Chc4, generamos la 
línea cho2, Chc4/ FM7C;P{UAS Clc-EGFP}/ CyO; (Tabla M.4, Materiales), introduciendo la 
mutación recesiva en un gen implicado en la síntesis de pigmentos (cho2), que proporciona color 
marrón rojizo a los túbulos de Malpighio, un fenotipo visible. De esta manera seleccionamos las 
infrecuentes larvas hemicigóticas para Chc4 por el cambio de color que presentan sus túbulos de 
Malpighio.  
2.1. La localización subcelular de la clatrina mutante no está alterada. 
El análisis mediante microscopía confocal de la localización de la construcción fluorescente 
CLC-GFP en células de Garland procedentes de animales control, en condiciones de endocitosis 
activa, muestra que la GFP unida a la cadena ligera de clatrina se haya fundamentalmente en la 
región subcortical del citoplasma, tal como había sido descrito previamente (Fig. R.6A; Chang et al., 
2002). También se detecto un marcaje menos intenso en el resto del citoplasma.  
La localización de la construcción fluorescente CLC-GFP no varía cuando se asocia a la 
clatrina mutante en células de Garland procedentes de animales Chc4 (Fig. R.6B). Bajo condiciones 
de endocitosis activa, la fluorescencia se sitúa también mayoritariamente en la región subcortical del 

















Figura R.6. Idéntica localización subcelular de la cadena ligera de la clatrina en su asociación con la 
cadena pesada en células de Garland procedentes de animales control y mutantes Chc4. Sección confocal 
de células de Garland que expresan la construcción CLC-GFP, procedentes de animales control (A), o 
mutantes Chc4 (B). Se observa en verde que la localización de la proteína, CLC-GFP, es principalmente 
periférica, localizada en la región inmediatamente interior a la membrana plasmática de las células. La barra de 
aumentos indica 10 µm. 
Puesto que la proteína CLC-GFP, se asocia funcionalmente con las cadenas pesadas de 
clatrina, en la formación de los trisqueliones que componen las cubiertas de la clatrina (Gaidarov et 
al., 1999), este resultado indicaría que en el mutante Chc4 la localización de la clatrina no esta 
alterada. 
2.2. Chc4 causa una disminución de la capacidad endocítica en las células de Garland. 
Para medir la capacidad endocítica de las células mutantes en clatrina, utilizamos un 
marcador fluorescente de endocitosis, Texas Red-Avidina (Apartado 4, Métodos). En presencia de 
dicho marcador, las células de Garland lo internalizan activamente por endocitosis mediada por 
clatrina (Chang et al., 2002).  
Tras incubar las células de Garland procedentes de animales control (w; UAS-GFP-
Clc/act5C-GAL4) durante un minuto con el marcador fluorescente de endocitosis a 25º C, se detecta 
su internalización, observándose una elevada colocalización entre la clatrina marcada con CLC-GFP 
(Fig. R.7A, verde) y el marcador endocítico (Fig. R.7A, rojo). También se pudo observar la 
presencia, en menor medida, del marcador en compartimentos endosomales que no contenían 
clatrina, puesto que no presentaban marcaje GFP. No se apreciaron diferencias significativas al 
Chc4; UAS clcGFP ; 
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realizar el ensayo de endocitosis bajo estas condiciones con células de Garland procedentes de 
animales mutantes (cho2, Chc4; UAS-GFP-Clc/act5C-GAL4; fig. R.7B). 
Para incrementar posibles diferencias en la capacidad endocítica que pudieran pasar 
desapercibidas en tiempos cortos de incubación, realizamos ensayos de endocitosis con incubaciones 
largas de 10 min a 25º C. En estas condiciones, la cantidad de Texas Red-Avidina endocitada en el 
interior de las células procedentes de animales control es mucho mayor (Fig. R.7C). Tras 10 minutos 
de endocitosis continua la mayor parte del marcador internalizado no colocaliza ya con la clatrina, 
habiendo sido internalizado en compartimentos endosomales.  
El análisis en las mismas condiciones de incubación con el marcador durante 10 minutos, 
realizado en células mutantes, muestra una localización similar tanto del marcador fluorescente 
como de la clatrina (Fig. R.7D), sin embargo la intensidad de marcaje es apreciablemente menor, 
sugiriendo que las células mutantes han endocitado menos marcador durante idéntica incubación. 
La cuantificación de la cantidad de Texas Red-Avidina endocitada por los distintos tipos de 
células se determinó mediante la medición de la intensidad de la fluorescencia en el canal del rojo 
(Apartado 4, Métodos). El análisis muestra que las células mutantes en el gen de la cadena pesada de 
la clatrina Chc4, presentan una intensidad de marcaje con Texas Red cercana a la mitad que la 
intensidad que presentan las células control (0,508 ± 0,045 SEM, n=97 para mutantes, n=90 para los 
controles; fig. R.7E). Por tanto en la condiciones en las que hemos realizado el estudio, las células 
mutantes Chc4, presentan una reducción en la capacidad endocítica del 49%. Estos resultados 
indican que el alelo Chc4 constituye una mutación hipomórfica, reduciendo la capacidad endocítica 






























Figura R.7. Las células Garland mutantes Chc4 presentan una gran disminución de su capacidad 
endocítica. Secciones confocales de células de Garland control (w;UAS-GFP-Clc/ act5C-GAL4), y mutantes 
(cho2, Chc4; UAS-GFP-Clc/ act5C-GAL4). La localización de la cadena ligera de la clatrina está marcada con 
GFP y el marcador de endocitosis Texas-Red Avidina en rojo. A y B. Células incubadas 1 min con Texas Red-
Avidina a 25º C. La mayoría del marcador endocitado se encuentra colocalizando con la clatrina, junto a la 
membrana plasmática. C y D. Células incubadas con el marcador 10 min a 25º C. En las células Chc4 se 
observa que la cantidad de marcador endocitada es menor que en los controles. E. Cuantificación de la 
intensidad de Texas Red en células Garland control y mutantes, en las mismas condiciones que en C y D. 
Control n=90 células, Chc4 n=97 células. Análisis estadístico mediante el test t-Student (*** indica P<0,005). 
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3. Fenotipos detectados en la retina del mutante Chc4. 
La línea de interés principal del laboratorio se centra en los trastornos de señalización que 
provocan muerte celular y neurodegeneración en el adulto. Debido a la adecuación de la retina de 
Drosophila como sistema modelo de muerte celular y neurodegeneración, y utilizando la experiencia 
acumulada en nuestro laboratorio en el estudio de la retina de Drosophila, centramos nuestro 
esfuerzo en el análisis de los efectos de la mutación Chc4 en la cadena pesada de la clatrina en dicho 
sistema. 
No hay en la literatura estudios del efecto de Chc4 en el ojo de Drosophila, y la morfología 
externa del ojo en los mutantes es aparentemente normal, lo que constituye un indicio de un 
desarrollo retiniano sin graves alteraciones. 
Nuestra primera aproximación fue realizar un análisis morfológico, mediante secciones 
transversales de ojos adultos procedente de mutantes Chc4 (Apartado 2.1 y 2.2, Métodos). En dicho 
análisis hemos detectado dos fenotipos independientes, que afectan a dos poblaciones celulares 
diferentes de la retina. 
3.1. Chc4 induce neurodegeneración retiniana dependiente de actividad mediante 
apoptosis. 
El ojo de Drosophila es un ojo compuesto formado por unos 800 omatidios, cada uno 
constituido por 8 neuronas fotorreceptoras y una veintena de células auxiliares. La disposición de las 
neuronas en el omatidio de una retina control se puede apreciar en la figura R.8A, donde las 7 
neuronas que se pueden visualizar en una sección transversal proyectan sus rabdómeros en una 
disposición trapezoidal. La morfología de la retina no varía sustancialmente en animales control de 
acuerdo con las condiciones de iluminación a los que se les somete. En la figura R.8A mostramos el 
omatidio de una retina control (y, w) de una mosca de 15 días de edad mantenida en condiciones de 
iluminación intensa bajo un ciclo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad (ver apartado 1.2, Materiales). 
En la figura R.8E podemos ver una retina control de la misma edad, mantenida en condiciones de 
oscuridad continua, y no se aprecian diferencias morfológicas significativas. Ambas mantienen su 
capacidad de respuesta eléctrica al estímulo visual de forma inalterada (Vinos et al., 1997). 
Un animal mutante Chc4 (y, w, Chc4) recién emergido tras la metamorfosis, presenta una 
morfología de las neuronas fotorreceptoras esencialmente normal, cuando ha sido mantenido en 
oscuridad total durante la metamorfosis (Fig. R.8F). Sin embargo, la exposición a condiciones de luz 
intensa de manera cíclica durante la metamorfosis y primeras horas de vida hace que los rabdómeros 
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del mutante presenten ya una cierta irregularidad de contornos, y que la zona subrabdomérica se 
oscurezca apreciablemente (Fig. R.8B). 
Los mutantes Chc4 tras 15 días sometidos a iluminación, mostraron una evidente 
degeneración de las membranas de los rabdómeros de las neuronas (Fig. R.8C), que aparecen 
fuertemente desorganizados y en claro proceso de reabsorción. Conforme desaparece el rabdómero, 
la neuron va adquiriendo un aspecto fuertemente pignótico desembocando en su muerte celular (Fig. 
R.8C, flechas). En claro contraste, mutantes Chc4 de 15 días de edad mantenidos en oscuridad 
continua (sin actividad neuronal de fotorreceptores), mantienen sus neuronas fotorreceptoras con un 
aspecto similar al de las retinas de moscas controles (comparar fig. R.8G y R.8E con R.8C). Estos 
resultados indicarían que la neurodegeneración observada en la retina del mutante requiere 
condiciones de actividad. 
Para demostrar que la neurodegeneración dependiente de iluminación observada en el 
mutante se debe de hecho a la mutación identificada en el alelo Chc4, expresamos la cadena pesada 
de la clatrina control, en los fotorreceptores de moscas mutantes Chc4, mediante el promotor Rh1-
GAL4 (Mollereau et al., 2000). En la retina de estos animales observamos un fuerte rescate, puesto 
que las neuronas fotorreceptoras mantienen su integridad y presentan rabdómeros de un tamaño 
similar al de los controles (Fig. R.8D) tras 15 días en condiciones de iluminación. La expresión de 
clatrina mutante, ChcA1082T, en las mismas condiciones, fue capaz de inducir también un rescate, 
aunque parcial, puesto que la situación de los fotorreceptores mutantes que expresan ChcA1082T es 
mejor que la de los que no la expresan (Fig. R.8H), pero presentan rabdómeros reducidos y en 
ocasiones con formas aberrantes. Este comportamiento es consistente con la disminución de 
funcionalidad de algunas mutaciones hipomórficas. 



















Figura R.8. La clatrina control rescata la neurodegeneración de Chc4. Microscopía electrónica de secciones transversales de retina. A. Control y, w de 15 días de 
edad cultivado en condiciones de luz intensa. B. Mutante y, w, Chc4 de 1 día de luz. C. Mutante y, w, Chc4 de 15 días de luz, donde se aprecian evidentes signos de 
neurodegeneración. D. Rescate del mutante Chc4 con la construcción control (genotipo y, w, Chc4; UAS-Chcwt/ Rh1-GAL4). La expresión de la clatrina control suprime 
la degeneración retiniana inducida por la mutación. E. Control y, w de 15 días de oscuridad. F. Mutante y, w, Chc4 de 1 día de oscuridad. G. Mutante y, w, Chc4 de 15 
días de edad en oscuridad. Se observa que la organización de los rabdómeros está preservada en los mutantes que han sido mantenidos en condiciones de oscuridad. H. 
La expresión de la clatrina mutante no suprime la degeneración retiniana (genotipo y, w, Chc4; UAS-ChcA1082T/ Rh1-GAL4). 
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La inducción de neurodegeneración por la mutación en clatrina nos llevó a plantearnos los 
mecanismos por los que se lleva a cabo este proceso de muerte celular de las neuronas de la retina. 
Una de las formas por las que tiene lugar la muerte de fotorreceptores en Drosophila cuando hay 
alteraciones de la funcionalidad, es mediante mecanismos de apoptosis (Davidson and Steller, 1998). 
Para comprobar si la muerte neuronal dependiente de luz observada en Chc4 tiene lugar por 
mecanismos apoptóticos, hemos inducido la expresión de la proteína inhibidora de apoptosis p35 de 
Baculovirus (Hay et al., 1994, Davidson and Steller, 1998). La inducción de la expresión de p35 en 
las neuronas de la retina del mutante Chc4 se llevó a cabo usando el promotor Rh1-GAL4 (Tabla 
M3, Materiales; Mollereau et al., 2000). Estas moscas, tras ser sometidas a 15 días de ciclo de 
iluminación/oscuridad, mostraron una supresión muy fuerte del fenotipo de neurodegeneración, 
manteniendo las neuronas una morfología normal y rabdómeros en buen estado (Fig. R.9A-C). Este 
resultado sugiere que la muerte de las neuronas en la retina del mutante en endocitosis Chc4 tiene 
lugar por mecanismos apoptóticos que pueden ser prevenidos mediante el bloqueo de la activación 
de caspasas.  
Posteriormente y puesto que estudios previos habían mostrado que en diferentes mutantes en 
endocitosis se suprimía la degeneración de los fotorreceptores en un fondo mutante en heterocigosis 
para el alelo lacek05305 (Acharya et al., 2003), nos propusimos estudiar la interacción entre lacek05305 y 
Chc4. El gen lace en Drosophila codifica para la subunidad LCB2 de la enzima Serin Palmitoil Coa 
transferasa (SPT), que cataliza el primer paso en la biosíntesis de novo de esfingolípidos (Adachi-
Yamada et al., 1999). Al examinar los fotorreceptores de mutantes Chc4 heterocigotos para el alelo 
lace, mediante microscopía electrónica, observamos una supresión de la degeneración retiniana (Fig. 
R.9D). Este resultado es consistente con la supresión observada en la degeneración retiniana de los 
mutantes en dinamina y en arrestina 2 (Acharya et al., 2003). La mutación lacek05305 en heterocigosis 



























Figura R.9. La inhibición de caspasas previene la muerte de los fotorreceptores mutantes. Microscopía 
electrónica de secciones de animales de 15 días de edad en condiciones de iluminación. A. Control y, w. B. 
Mutante y, w, Chc4 donde se indica mediante flechas la neurodegeneración de los fotorreceptores. C. La 
expresión de la proteína antiapoptótica p35, en las neuronas del mutante Chc4, suprime la degeneración 
(genotipo y, w, Chc4; UAS-p35/ Rh1-GAL4). D. Mutante Chc4, heterocigótico para el alelo lacek05305 (genotipo 
y, w, Chc4; P{lacW}lacek05305/+). Se observa un rescate de la degeneración neuronal en Chc4 alterando la 
composición de esfingolípidos de la membrana. 
3.2. Chc4 induce la muerte de las células pigmentarias interomatidiales. 
Además de las neuronas fotorreceptoras, el omatidio presenta una serie de células auxiliares. 
Las más abundantes son las células que contienen gránulos de pigmento, cuya función principal es 
aislar ópticamente el omatidio para mantener la señalización independiente entre omatidios, base del 
funcionamiento de los ojos compuestos de superposición neuronal. Las 8 neuronas de un omatidio 
están rodeadas a este efecto por 9 células pigmentarias interomatidiales (Fig. R.10A, IOPCs), 
compartidas con los omatidios adyacentes. En la figura R.10B-C se muestran secciones tangenciales 
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semifinas (1 µm, Apartado 2.1, Métodos) de la retina de un animal control (y, w) a las 24 h de su 
emergencia tras la metamorfosis. En ellas se aprecia el alto grado de organización de los omatidios 
del ojo compuesto de Drosophila, dispuestos en filas y columnas siguiendo tres ejes de simetría. Los 
fotorreceptores de diferentes omatidios, teñidos de forma más intensa y proyectando sus rabdómeros 
al espacio intraomatídeo, están separados por las IOPCs, que se tiñen menos con azul de metileno. 
En la periferia de los cortes se pueden observar las lentes, que se tiñen preferentemente con el 
colorante fucsina. La figura R.10D es la correspondiente sección ultrafina (50 nm) examinada 
mediante microscopía electrónica de transmisión (Apartado 2.2, Métodos). En ella se aprecia la 
disposición trapezoidal de los rabdómeros. En el detalle observamos una unión intercelular entre dos 
de las neuronas, responsable de mantener el aislamiento del espacio intraomatídeo, cuya 
composición iónica diferente a la de la hemolinfa es esencial para la fotorrecepción. 
La retina de los mutantes Chc4 muestra un grado de desorganización muy elevado, incluso 
en animales muy jóvenes, tal y como muestra la figura R.10E. Dicha desorganización es 
incompatible con el mantenimiento de una función visual correcta, y no es debida a la 
neurodegeneración de los fotorreceptores descrita en el apartado 3.1, puesto que las moscas fueron 
mantenidas a lo largo de su desarrollo y hasta la preparación de las muestras, en condiciones de 
oscuridad absoluta, que protegen de la neurodegeneración. En la figura R.10F se puede apreciar que 
las neuronas del mutante continúan asociadas en omatidios, y presentan rabdómeros bien 
desarrollados y dispuestos correctamente en trapecio. Sin embargo, entre los omatidios es frecuente 
observar huecos que deberían estar ocupados por IOPCs. De hecho la tinción con azul de metileno 
debería mostrar células que se tiñen menos, las IOPCs, y sin embargo la tinción es esencialmente 
homogénea en las células presentes en la retina. El análisis mediante microscopía electrónica de la 
correspondiente sección ultrafina muestra lo que parecen restos celulares de las IOPCs (Fig. R.10G, 
flechas), que pierden los contactos con las neuronas de diferentes omatidios provocando la aparición 
de grandes espacios entre ellos. Sin embargo, las neuronas mantienen la integridad estructural y 
disposición regular de sus rabdómeros (en condiciones de oscuridad), así como las uniones 
adherentes que existen entre ellas (Fig. R.10G, detalle). 
En el mutante de 15 días de edad, la desaparición de las IOPCs es más evidente, indicando 
que su desaparición es un proceso progresivo (Fig. R.10H). La ausencia de IOPCs provoca que los 
omatidios tiendan en ocasiones a colapsarse unos sobre otros, perdiéndose totalmente la 
organización retiniana (Fig. R.10I). Los análisis de microscopía electrónica muestran la presencia de 
estructuras membranosas, probablemente remanentes de las células IOPCs, que rodean los omatidios 
manteniéndolos unidos (Fig. R.10J, flecha). Sorprendentemente las neuronas tienden a mantener la 
estructura de los rabdómeros y su disposición trapezoidal, en condiciones de oscuridad, así como las 


























Figura R.10. La mutación Chc4 induce la muerte de las células pigmentarias interomatidias y la 
desorganización retiniano. Secciones tangenciales de la retina de animales crecidos en condiciones de 
oscuridad continua. A. Esquema de un omatidio adulto. En gris oscuro, R1-7 neuronas fotorreceptoras. En gris 
claro, IOPCs células pigmentarias interomatidiales. En negro, b (bristle), en este tipo de cortes el axón de la 
neurona mecanosensiorial de la queta, no se suele apreciar. B y C. Retina de un animal control (y, w) de un día 
de edad adulta. D. Omatidio control y detalle de la unión intercelular entre sus neuronas. E y F. Retina 
mutante (y, w, Chc4), en las mismas condiciones, donde se aprecia la pérdida de organización y la 
desaparición de IOPCs. G. Omatidio mutante donde se aprecia la presencia de fragmentos de IOPCs (flechas). 
El detalle permite apreciar que se mantiene la unión entre neuronas. H e I. En el mutante de 15 días de edad se 
aprecia un agravamiento del fenotipo debido a la progresiva desaparición de las IOPCs. J. Omatidios mutantes 
agrupados mediante uniones membranosas (flecha). Detalle de la unión entre neuronas. Barra de secciones 































- 67 - 
uniones adherentes que existen entre ellas (Fig. R.10J, detalle). 
3.2.1. La mutación A1082T de clatrina es necesaria y suficiente para inducir la muerte 
de las células pigmentarias. 
Para comprobar si el cambio de Alanina por Treonina en la posición 1082 de CHC detectado 
en el mutante Chc4 (Apartado 1.1, Resultados), es el responsable de la muerte de las IOPCs 
observada en las retinas mutantes, hemos intentado rescatar este fenotipo mediante la expresión de 
las construcciones de clatrina generadas para este estudio (Apartado 1.5, Métodos).  
La expresión generalizada de clatrina control en moscas con un promotor ubicuo resulta en 
fuerte letalidad (Apartado 1.2, Resultados). Sin embargo es posible expresar clatrina de forma 
controlada espacialmente en las células pigmentarias de la retina usando la línea GAL454 (Tabla 
M.3, Materiales), cuyo activador transcripcional dirige la expresión de los UAS-transgenes en dichas 
células (Lee and Luo, 1999). También se puede limitar la expresión de clatrina utilizando la línea 
activadora ubicua, dependiente de temperatura hs-GAL4 (Brand et al., 1994), que a 28º C muestra 
un nivel de expresión de clatrina compatible con la viabilidad de los animales. 
La expresión de la cadena pesada de la clatrina control en las células pigmentarias de la 
retina de mutantes Chc4 indujo un fuerte rescate (Fig. R.11C) de la desaparición de IOPCs que 
provoca esta mutación (Fig. R.11B). Similar resultado se obtuvo cuando expresamos la clatrina 
control en todas las células de la retina (Fig. R.11E). Estos resultados indican que la expresión de 
clatrina control en las células pigmentarias es suficiente para reducir su letalidad inducida por la 
mutación. 
A diferencia de la clatrina control, la expresión de la forma mutante ChcA1082T no induce el 
rescate de la muerte de IOPCs, usando el promotor específico de células pigmentarias (Fig. R.11D) o 
el de heat shock (Fig. R.11F). La expresión de clatrina mutante en moscas Chc4 presenta una 
variabilidad fenotípica muy alta a nivel de retina, de la misma forma que la mutación Chc4 presenta 
de por sí una alta variabilidad en su penetración, dado que se comporta como hipomorfo en 
hemicigosis, y como semi-dominante en heterocigosis (Bazinet et al., 1993). Sin embargo la 
diferencia existente en los fenotipos obtenidos expresando las dos formas de clatrina, que se 
diferencian en tan solo un nucleótido, con el mismo promotor (Comparar las figuras R.11C y D y 
R.11E y F), apoya fuertemente la hipótesis de que la mutación puntual del aminoácido Alanina por 
Treonina en la posición 1082 de la cadena pesada de la clatrina es la responsable del fenotipo de 
muerte de IOPCs observado en el mutante Chc4. 




























Figura R.11. La expresión de Chcwt suprime el fenotipo de muerte de células pigmentarias en el mutante 
Chc4. Secciones de retina de animales de 3 días de edad mantenidos en oscuridad. A. Control, (y, w). B. 
Mutante Chc4 (y, w, Chc4). C. La expresión de Chcwt en las células pigmentarias del mutante (y, w, Chc4; UAS-
Chcwt/GAL454) rescata la muerte de IOPCs. D. En contraste, la expresión de ChcA1082T en las mismas células (y, 
w, Chc4; UAS-ChcA1082T/GAL454) no rescata el fenotipo mutante. E y F. Resultados similares se obtuvieron con 
el activador hs-GAL4 a 28º C con la construcción control (y, w, Chc4; UAS-Chcwt/+; hs-GAL454/+) y con la 
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Como hemos indicado, la mutación Chc4 presenta un efecto semi-dominante descrito 
inicialmente para la letalidad del alelo (Bazinet et al., 1993). Hemos comprobado que la muerte de 
IOPCs en la retina de los mutantes también está sujeta a dicho efecto semi-dominante. El análisis 
morfológico de la retina de hembras heterocigotas para la mutación Chc4 muestra también un alto 
grado de desorganización a nivel de las IOPCs, con aparición de huecos entre los omatidios (Fig. 
R.12B), aunque el fenotipo es menos pronunciado que en machos Chc4. El carácter semi-dominante 
de la mutación nos sugirió la posibilidad de inducir un fenotipo retiniano similar al de las hembras 
heterocigotas en animales control mediante la sobrexpresión de la forma mutante ChcA1082T. 
La sobreexpresión de clatrina con promotores ubicuos fuertes tiene un efecto deletéreo, más 
pronunciado cuando se expresa la proteína control que cuando se expresa la proteína mutante 
(Apartado 1.2, Resultados). Por ello incialmente expresamos la proteína mutante con el promotor 
GAL454. Sin embargo, este promotor no es lo suficientemente fuerte para inducir la aparición de 
fenotipos en presencia de la clatrina control endógena (datos no mostrados). Para solventar esta 
situación experimental utilizamos dos promotores ubicuos, hs-GAL4 y tubP-GAL4, el primero a 28º 
C, y el segundo a 18º C, dado que a temperaturas superiores su expresión de clatrina induce 
letalidad. En estas condiciones, la expresión de clatrina control en animales control permitió la 
obtención de retinas donde las IOPCs están presentes y no se observan huecos entre los omatidios ni 
vacuolizaciones en las células pigmentarias (Fig. 12E y G). La expresión de proteína mutante 
CHCA1082T en animales control con ambos promotores, indujo la aparición de espacios huecos entre 
los omatidios (Fig. R.12F y H, flechas), y en el caso del tubP-GAL4, IOPCs fuertemente 
vacuolizadas (Fig. R.12H, puntas de flecha), un indicio claro de muerte celular en las IOPCs. Estos 
resultados indicarían que el efecto provocado por la sobreexpresión de la proteína mutante, 
dependería del activador GAL4 empleado, sugiriendo la importancia de alcanzar unos niveles 
elevados de la proteína mutante, respecto a la endógena control para poder inducir un fenotipo 
similar a Chc4.  
Con respecto a las neuronas, la sobreexpresión de clatrina control resultó ser bastante 
perjudicial, incluso en ausencia de estímulo luminoso. En el caso del promotor tubP-GAL4, que 
esencialmente es letal y solo permite el análisis del ocasional superviviente, podemos observar que 
en varios de los omatidios faltan uno o incluso dos rabdómeros (Fig. R.12G, asteriscos), y los demás 
están muy reducidos (Fig. R.12G). Resulta interesante que la sobreexpresión de la forma mutante en 
animales control provoque el efecto contrario, no afectando a la morfología de las neuronas, al 
tiempo que resulta muy deletérea para las IOPCs (Fig. R.12H). Este resultado es congruente con la 
actuación de la forma mutante como semi-dominante, induciendo con su expresión sobre fondo 
control un fenotipo similar al del mutante Chc4, al tiempo que su carácter hipomórfico le impide ser  



























Figura R.12. Inducción del fenotipo mutante por dominancia, al expresar la clatrina mutante ChcA1082T 
en animales control. Secciones semifinas de retinas de animales de 3 días de edad. A. Control (y, w). B. 
Mutante en heterocigosis (y, w, Chc4/y, w), que presenta fenotipo de muerte de IOPCs debido al carácter semi-
dominante de la mutación. C y D. Líneas transgénicas parentales empleadas en el estudio (y, w; UAS-Chcwt) y 
(y, w, UAS-ChcA1082T), sin expresión de clatrina transgénica. E. La expresión de la forma control Chcwt, 
inducida con el promotor hs-GAL4 a 28º C en moscas controles, no indujo la muerte de las células 
pigmentarias. F. La expresión de forma mutante ChcA1082T, en las  mismas condiciones indujo un ligero 
fenotipo retiniano, indicado por la presencia de huecos en la retina en las posiciones que ocupan las células 
pigmentarias. G. La sobreexpresión de la proteína control en moscas controles con el activador tubP-GAL4 a 
18º C no afecta a las IOPCs, pero las neuronas presentan rabdómeros reducidos, y en algunos omatidios faltan 
rabdómeros (asteriscos). H. Retina de animal control que expresa la proteína mutante en las mismas 
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condiciones que G. Hay huecos entre omatidios (flechas) y las IOPCs aparecen fuertemente vacuolizadas 
(cabezas de flechas) o en avanzado estado de muerte celular. Barra 10 µm. 
tan dañina sobre las neuronas en su sobreexpresión como la forma control (comparar rabadómeros 
Fig. R.12G y H). 
El conjunto de todos estos resultados indicaría que la muerte de las células pigmentarias de 
la retina observada en Chc4 estaría causado por la mutación A1082T en la cadena pesada de la 
clatrina. Así mismo los resultados sugieren la importancia de unos niveles adecuados de CHC para 
la correcta determinación de las neuronas fotorreceptoras en el ojo de D. melanogaster. 
3.2.2. La supresión de apoptosis no rescata la muerte de las células pigmentarias en el 
mutante en clatrina. 
Dado que la muerte de los fotorreceptores inducida por el mutante Chc4 puede ser suprimida 
mediante la inhibición de los mecanismos de apoptosis, nos preguntamos si la muerte de las células 
pigmentarias en la retina del mutante tiene lugar por idénticos mecanismos. 
La expresión de la proteína antiapoptótica viral p35 en la retina de Drosophila bloquea la 
muerte celular que ocurre de manera natural durante el desarrollo de la retina, induciendo un 
fenotipo de ojo rugoso debido al exceso de IOPCs (Hay et al., 1994). 
A diferencia de lo que ocurre con las neuronas fotorreceptoras, la expresión de p35 en las 
células pigmentarias de la retina de mutantes Chc4, utilizando el promotor GAL454, no fue capaz de 
rescatar el fenotipo de muerte celular que éstas presentan (Fig. R.13D). En la retina de estos 
animales se siguen apreciando los huecos originados por la muerte de las IOPCs y la progresiva 
separación de los omatidios características de la mutación Chc4 (comparar figuras R.13B y D). Estos 
resultados indican que la inhibición de la actividad de caspasas producida por la expresión de p35 no 
suprime la muerte de IOPCs. El mecanismo de funcionamiento de la actividad inhibitoria de 
caspasas de p35 actúa tras la activación de éstas, impidiendo su actividad proteolítica. Para 
confirmar que la muerte de IOPCs en Chc4 no tiene lugar por apotosis, decidimos usar otro inhibidor 
con un mecanismo de actuación diferente: DIAP1 (del inglés, Drosophila Inhibitor of Apoptosis 
Proteín 1). DIAP1 es más efectivo en la inhibición de la apoptosis en Drosophila, porque suprime 
también la muerte inducida por la sobrexpresión de genes proapotóticos (reaper, hid, y grim) en la 
retina de Drosophila (Hay et al., 1995), al ser capaz de prevenir, no sólo la actividad caspasa, sino 
también la activación de caspasas (Tittel and Steller, 2000). 
La expresión de DIAP1, en moscas control con el promotor de células pigmentarias GAL454 
produce el fenotipo ya descrito de inhibir la muerte celular programada que naturalmente tiene lugar 
entre las células precursoras de las pigmentarias, con lo que se incrementa el número de IOPCs (Fig. 
- 72 - 
R.14C), confiriendo al ojo un leve aspecto rugoso (Hay et al., 1995). La expresión en las mismas 
condiciones de DIAP1 en mutantes Chc4, en adición presenta el fenotipo de muerte de IOPCs (Fig. 
R.14D), y por lo tanto no suprime el fenotipo mutante (Fig. R.14B). Similar resultado se obtiene al 
expresar DIAP1 bajo control del activador GMR-GAL4 (glass multimer reporter, fig. R.14E y F), 
que dirige la expresión del factor de transcripción GAL4 en todas las células del ojo (pigmentarias y 
neuronas) desde el inicio del desarrollo de la retina en el tercer estadío larvario (Ellis et al., 1993, 
Hay et al., 1994). Estos resultados indican que los mecanismos de muerte celular de neuronas y 
células pigmentarias en el mutante Chc4 son distintos. Junto con el resultado de que es posible 
prevenir la muerte de las neuronas, pero no de las células pigmentarias, mediante la ausencia de 
iluminación, nos planteamos la posibilidad de que se trate de fenómenos independientes no 
relacionados, a pesar de que ambos resulten en la muerte de una de las dos poblaciones más 
importantes de células de la retina. 
En resumen, la mutación identificada en el alelo Chc4 de la cadena pesada de la clatrina 
induce dos fenotipos de gran severidad en la retina de Drosophila. En primer lugar, en moscas recién 
eclosionadas se observa un proceso de muerte celular que afecta a las células pigmentarias 
interomatidiales. Dicho proceso, que claramente se inicia antes del término de la metamorfosis, es 
independiente de las condiciones de iluminación y no puede ser prevenido mediante la inhibición de 
la apoptosis. Por otra parte, y de forma dependiente de iluminación, existe un proceso de 
neurodegeneración retiniana, que puede ser prevenido mediante la inhibición de la apoptosis. La 
existencia de fenotipos previos a la eclosión de la forma adulta de Drosophila nos ha llevado a 
investigar si el desarrollo de la retina transcurre con normalidad entre los mutantes Chc4. 
 




























Figura R.13. La expresión de la proteína antiapótotica p35, no previene la muerte de las células 
pigmentarias en el mutante Chc4. Secciones semifinas de ojos de adultos de 3 días de edad crecidos en 
oscuridad continua. A. Control (y, w). B. Mutante (y, w, Chc4). C. Expresión de la proteína antiapoptótica p35 
en las células pigmentarias de la retina de un animal control (y, w; GAL454/UAS-p35). D. La expresión de p35 
en mutantes Chc4, dirigida con el activador GAL454 no suprime el fenotipo de muerte de las células 
pigmentarias de la retina (y, w, Chc4; GAL454/UAS-p35). Barra 20 µm. E y F secciones ultrafinas 
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Figura R.14. La expresión de la proteína antiapótotica DIAP1 tampoco previene la muerte de las células 
pigmentarias en el mutante Chc4. Secciones de ojo en las mismas condiciones que en la figura R.13. A. 
Control (y, w). B. Mutante (y, w, Chc4). C. Retina control que expresa la proteína DIAP1 en las células 
pigmentarias (y, w; GAL454/ UAS-diap1). D. Expresión en células pigmentarias de la proteína antiapotótica 
DIAP1 en mutantes Chc4 (y, w, Chc4; GAL454/ UAS-diap1). La inhibición de la apoptosis no previene la 
muerte de las células pigmentarias. E. La expresión de DIAP1 en todas las células de la retina de moscas 
control produce un exceso de IOPCs (y, w; GMR-GAL4/ UAS-diap1). F. La expresión de DIAP1 en retinas 
mutantes en las mismas condiciones (y, w, Chc4; GMR-GAL4/ UAS-diap1), no evita la muerte de las células 
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4. El desarrollo larvario de la retina no se ve afectado en el mutante Chc4. 
Durante el desarrollo larvario tardío, en la retina se van diferenciando de manera secuencial 
las neuronas fotorreceptoras, y justo antes del inicio de la metamorfosis se determinan también las 
células del cono (Voas and Rebay, 2004). Las células pigmentarias se determinan más tarde, en la 
retina pupal durante la metamorfosis (Demerec, 1994, Cagan and Ready, 1989b). 
Al analizar los discos imaginales de ojo-antena de animales control, teñidos con sulfito de 
cobalto (Apartado 5, Métodos), se observa la posición de la oleada de diferenciación denominada 
surco morfogenético (MF, fig. R.15A). Esta oleada de diferenciación atraviesa el disco imaginal 
durante el tercer estadío larvario desde el extremo posterior hasta el anterior, reclutando a las 
neuronas fotorreceptoras, que aparecen marcadas más intensamente formando grupos celulares que 
están ordenados espacialmente, en filas y columnas, siguiendo tres ejes de simetría (Fig. R.15B).  
Cuando analizamos los discos de ojo-antena procedentes de machos mutantes Chc4, 
mediante esta tinción no observamos diferencias en el patrón espacial del reclutamiento de las 











Figura R.15. Tinción de sulfito de cobalto en los discos imaginales de ojo-antena de D. melanogaster. A. 
Disco control (genotipo cho2) B. Detalle de la retina donde se observa el surco morfogenético MF a la derecha, 
y las neuronas ya determinadas teñidas con el sulfito de cobalto. C. y D. Disco mutante (genotipo cho2, Chc4) y 
detalle de la retina. No se observaron diferencias en el marcaje entre discos controles y mutantes. Anterior es a 
la derecha. 
Adicionalmente hemos analizado la morfología y posición de las neuronas fotorreceptoras 
durante el desarrollo pupal, expresando GFP en las neuronas postmitóticas con el promotor elav-
GAL4 (datos no mostrados; Lee and Luo, 1999). Estos estudios, y la eclosión de los adultos Chc4 
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en cada omatidio (Fig. R.10F), indican que no existen defectos obvios en la determinación y 
formación de las neuronas fotorreceptoras en el mutante. 
Así mismo, las células del cono no presentan ningún defecto visible en su determinación, 
como se muestra en la siguiente sección (Fig. R.17D y E). De hecho las células del cono se ocupan 
de la secreción de la lente durante el desarrollo pupal, y los omatidios de los mutantes Chc4 
presentan todos lentes adecuadamente secretadas. 
5. Chc4 inhibe la muerte celular programada de los precursores de las 
células pigmentarias interomatidiales.  
Los resultados obtenidos hasta el momento, indican que las etapas iniciales del desarrollo de 
la retina durante el estadío larvario en el mutante Chc4, transcurre de un modo similar que en moscas 
controles. Para analizar la especificación de los demás tipos celulares en el mutante hemos analizado 
el desarrollo de la retina durante el estadío pupal. Durante la metamorfosis se determinan las células 
pigmentarias primarias (PPCs), aproximadamente al 12% del desarrollo pupal, y las últimas células 
en determinarse son las células pigmentarias interomatidiales (IOPCs, fig. M.2, Métodos; Cagan and 
Ready, 1989a). 
Las IOPCs proceden de un conjunto de células indiferenciadas, que se encuentran en exceso 
en número, y que sufren un proceso de muerte celular programada ó PCD durante la metamorfosis 
(entre 25 y 35% del desarrollo pupal (Wolff and Ready, 1993; Rusconi et al., 2000), donde se 
eliminan aproximadamente un tercio de las células que se encuentran entre los omatidios. Tras la 
PCD, en torno al 40% del desarrollo, las retinas controles presentan ya el número correcto de IOPCs 
(Fig. I.7, Introducción). 
La presencia en el mutante Chc4 de una mortandad excesiva y tardía de IOPCs podría sugerir 
una desregulación del proceso normal de PCD que provocara que éste tuviera lugar con retraso y de 
forma aumentada. Esta posibilidad se vería apoyada por el retraso en el desarrollo que provoca la 
mutación Chc4. Para analizar esta posibilidad hemos estudiado el proceso de PCD en la retina de los 
mutantes Chc4, utilizando el marcador de muerte celular Naranja de Acridina (Apartado 3.3, 
Métodos), que tiñe las células muertas y sus restos celulares cuyas membranas se han 
permeabilizado (Spreij, 1971). 
Las retinas control, mostraron un marcaje máximo con Naranja de Acridina en torno a las 30 
horas tras la formación del pupario ó APF a 25º C (Fig. R.16B). Este tiempo corresponde al 28 % 
del desarrollo pupal. Estos datos corresponden con lo descrito en la literatura, donde el pico de 
muerte celular tiene lugar a las 25 horas, lo que se refleja en un máximo de marcaje unas horas más 
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tarde, cuando las células muertas se hacen detectables por este método (Reiter et al., 1996). Unas 
diez horas más tarde, los restos celulares han sido fagocitados, y desaparece la tinción (Fig. R.16E), 
comenzando un proceso más tardío de muerte celular que afecta únicamente a los omatidios situados 
en el borde del ojo (Fig. R.16F; Wolff and Ready, 1991). 
Las retinas mutantes Chc4 mostraron un marcaje similar al de retinas controles, sin embargo 
el pico máximo de tinción con Naranja de Acridina presentaba un leve retraso, teniendo lugar en 
torno a las 33 h APF (Fig. R.16I), es decir aproximadamente 3 horas más tarde con respecto a los 
individuos controles. Sin embargo, cuando se expresa en porcentajes del tiempo total de desarrollo 
pupal, tanto en controles como en mutantes, el pico máximo de tinción con Naranja de Acridina 
tiene lugar aproximadamente al 28% del total del tiempo de desarrollo en ambos casos. Este 
resultado, junto con la evidencia de que la intensidad de tinción no está aumentada en la retina 
mutante, y de que la tinción en ambos casos desaparece en torno al 40% del desarrollo pupal, 











Figura R.16. La muerte celular programada no está incrementada en el mutante Chc4. Tinción con 
Naranja de Acridina de retinas pupales a diferentes tiempos del desarrollo pupal a 25º C. A-F. La tinción 
máxima en retinas controles (Oregon R) se observó a las 30 horas APF (tras la formación del pupario) y 
prácticamente ha desaparecido a las 40 horas APF. G-L. En las retinas procedentes de mutantes (cho2, Chc4), 
la tinción máxima se observó a las 33 horas APF, habiendo desaparecido a las 43 horas APF, con excepción de 
la oleada de muerte periférica tardía. 
La organización de la retina pupal de Drosophila, también se puede estudiar utilizando un 
anticuerpo monoclonal contra armadillo (β-catenina de Drosophila), que permite visualizar las 
membranas de los diferentes tipos celulares que componen un omatidio (Apartado 3.2, Métodos). 
Esta técnica permite estudiar la retina hasta aproximadamente el 55% del desarrollo pupal, cuando la 
secreción de lentes y pigmentos impide el uso de técnicas fluorescentes en el ojo de Drosophila.  
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En la posición central de cada omatidio, se observan las cuatro células del cono (CCs), en 
torno a las cuales aparecen dos células pigmentarias primarias (PPCs) que se sitúan apicalmente 
sobre los fotorreceptores (Fig. R.17A y B). En torno a ellas se sitúan las IOPCs y los 
mecanorreceptores. En torno a cada omatidio se observan formando un hexágono doce células: tres 
mecanorreceptores, seis IOPCs compartidas entre dos omatidios y tres IOPCs compartidas por tres 
omatidios. En una retina control, por cada omatidio, hay por tanto 4 IOPCs de media (6/2 + 3/3). 
Con posterioridad al 40% del desarrollo pupal, los cambios morfológicos que se suceden en la retina 
de Drosophila se deben a la maduración de cada tipo celular. Las IOPCs, se estrechan (Fig. R.17C) 
y comienza la síntesis de pigmentos, la retina se compacta, los fotorreceptores secretan el líquido 
intraomatídeo y forman el rabdómero y las células del cono y PPCs secretan la córnea y el 
pseudocono. 
Como ya habíamos señalado (Apartado 4, Resultados), en las retinas de mutantes Chc4 se 
aprecian cuatro CCs y dos PPCs por omatidio, al igual que en retinas controles (Fig. R.17D y E). 
Indicando por tanto que en el mutante Chc4, su especificación sucede sin incidencias. 
Sorprendentemente, las retinas mutantes Chc4 obtenidas de pupas mantenidas a 25º C de 
temperatura mostraron al 40% del desarrollo pupal, un exceso en el número de IOPCs que se 
encuentran entre los omatidios (Fig. R.17E, asteriscos). Es frecuente observar omatidios en contacto 
con 10 e incluso con 11 IOPCs en lugar de las 9 habituales. Así mismo, el mutante Chc4 presenta 
errores en la localización de las quetas mecanosensoriales en mayor frecuencia comparado con 
retinas controles (Fig. R.17E, flechas). 
Puesto que el número de células precursoras de pigmentarias por omatidio es el mismo en 
retinas control y retinas mutantes, cabe concluir que la PCD en el mutante Chc4 no es capaz de 
eliminar a todas las células precursoras sobrantes. 
Resulta interesante destacar que el fenotipo de inhibición de la PCD que muestra el mutante 
Chc4, presenta al igual que otros fenotipos de este alelo, una dependencia de temperatura. El análisis 
de la retina de animales mutantes que han sido crecidos a 18º C desde la etapa embrionaria, muestra 
que éste fenotipo es mucho más leve bajo estas condiciones (Fig. R.17D, asterisco). A la 
temperatura de 18º C, donde las alteraciones en el número de IOPCs son menores, los errores en la 
localización de las quetas son también menores (Fig. R.17D, flecha). Sin embargo, el número de 
quetas mecanosensoriales de la retina no se ve afectado por la mutación, por lo que cabe pensar que 
es la alteración en el número de IOPCs la responsable de la localización errónea de éstos. Esta 
hipótesis se ve apoyada por el hecho de que otros mutantes que presentan un número incrementado 
de IOPCs, como roughest y echinoid, presentan también errores en la localización de las quetas 
mecanosensoriales (Wolff and Ready, 1991). 

























Figura R.17. La mutación Chc4 inhibe la muerte celular programada de las células interomatidiales. A. 
Esquema de una sección apical de un omatidio. CCs (células del cono), y PPCs (células pigmentarias 
primarias), se encuentran en el mismo eje pero en posición apical a las neuronas fotorreceptoras que no se 
aprecian en este plano. Rodeando el omatidio se localizan las células pigmentarias interomatidiales (IOPCs) y 
las 3 quetas mecanosensoriales (b, bristle). B-F. Secciones de confocal apicales de retinas pupales teñidas con 
el anticuerpo anti-armadillo indicando su porcentaje de desarrollo pupal. B. Control (Oregon R) del 40%. C. 
Control del 45% donde se observa el estrechamiento de las IOPCs que sucede en la maduración de la retina. D. 
Mutante del 40% (cho2, Chc4) crecido a 18º C, donde se observa un ligero exceso de IOPCs (asterisco, célula 
sobrante), y algún error de localización del mecanorreceptor (flecha). E. Mutante del 40% (cho2, Chc4) crecido 
a 25º C, en el que se observa un número mayor de células en exceso (asteriscos). Estas alteraciones ocasionan 
frecuentes errores en la localización de los mecanorreceptores (flechas). F. El exceso de IOPCs está presente 
en retinas mutantes Chc4 maduras, (45% de desarrollo pupal, puntas de flechas). G. Media ± SEM del número 
de IOPCs sobrantes por omatidio. El exceso de IOPCs que presentan los mutantes a 25º C es significativo para 
una P<0,005 (***) respecto al número de IOPCs en moscas controles. Análisis estadístico mediante el test t-
Student. Barra 10 µm. 
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El exceso de IOPCs en los mutantes Chc4, se debe a defectos específicos en la PCD, y no a 
su retraso, puesto que dicho exceso se mantiene una vez que ha terminado la PCD y comienza la 
maduración de las IOPCs (Fig. R.17F, cabezas de flecha). 
Para cuantificar el exceso de IOPCs debido a la inhibición de la PCD en el mutante Chc4, 
hemos determinado el número de células pigmentarias sobrantes por omatidio (Apartado 3.4, 
Métodos). Las retinas control presentan aproximadamente una IOPC sobrante cada veinte omatidios, 
tanto a 18º C como a 25º C (Oregon R a 18º C: 0,05 ± 0,03; n=27. A 25º C: 0,06 ± 0,03; n=34. Fig. 
R.17G). Mientras que las retinas mutantes presentan a 18º C una IOPC extra cada cinco omatidios 
(0,18 ± 0,07; n=31. Fig. R.17G) y a 25º C la mitad de los omatidios mutantes presenta una IOPC 
extra (0,50 ± 0,05; n=83. Fig. R.17G). 
5.1. La inhibición de la muerte celular programada de precursores de células 
pigmentarias provoca cambios en la superficie ocular. 
La morfología externa de las facetas o unidades del ojo de Drosophila es consecuencia de la 
secreción de las lentes y el pseudocono por parte de las células pigmentarias primarias y las células 
del cono de cada omatidio (Cagan and Ready, 1989a). Este proceso se inicia en torno al 43% del 
desarrollo de la retina pupal, cuando ya se han especificado todos los tipos celulares que componen 
la retina. De este modo en el individuo adulto la superficie de las facetas se disponen ordenadas en 
filas y columnas formando una red hexagonal, donde a su vez cada faceta tiene una forma hexagonal 
también (Fig. R.18A). La regularidad de este patrón depende críticamente de que no se altere el 
número de células por omatidio, o en caso contrario se produce un ojo de aspecto externo rugoso 
(Markopoulou et al., 1989, Hay et al., 1994, Tanenbaum et al., 2000, Rusconi et al., 2004). 
Con el objetivo de determinar en qué medida los defectos detectados en la retina pupal del 
mutante Chc4, podrían alterar el aspecto del ojo en el individuo adulto, nos plantemos estudiar su 
morfología externa. Puesto que mediante la observación directa a la lupa, los ojos de machos adultos 
Chc4 eran aparentemente normales, realizamos un análisis mediante microscopía de barrido que 
permite observar en mayor detalle su morfología externa. 
El análisis mediante dicha técnica de los ojos procedentes de machos Chc4 a bajos aumentos 
mostraba un ligera desorganización de la retina en los mutantes crecidos a 25º C de temperatura, 
mientras que a 18º C, el ojo no es distinguible de un ojo control (Fig. R.18A-C). A 1000 aumentos es 
posible apreciar la regularidad externa del ojo compuesto de Drosophila, con las quetas 
mecanosensoriales regularmente intercaladas entre las lentes de base hexagonal y desarrollo 
esferoidal (Fig. R.18D). A 18º C, el análisis detallado de la superficie ocular muestra una ligerísima 
alteración de la simetría hexagonal, acompañada de una más obvia alteración en la posición de 
algunas quetas mecanosensoriales (Fig. R.18E, flechas). 
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Sin embargo el mutante Chc4 crecido a 25º C reflejaban multiples alteraciones en el 
alineamiento de las facetas en comparación con moscas controles y con el propio mutante crecido a 
18º C (Fig. R.18F). De hecho, algunas facetas muestran un perímetro pentagonal en lugar de 
hexagonal. Este fenotipo, al igual que muchos de los fenotipos de Chc4, presenta penetrancia 
variable y en la imágen se muestra uno intermedio. Teniendo en cuenta los resultados anteriores 
estos defectos podrían tener su base en el exceso de IOPCs detectado en el análisis de la retina pupal 
del mutante (Apartado 3.4, Resultados), puesto que la secreción de la quitina entre las lentes corre a 
cargo de las IOPCs (Wolff and Ready, 1993). De este modo, en el proceso de maduración y 
compactación que sufre la retina al final del desarrollo pupal, habría vértices que estarían ocupados 
por más de una célula pigmentaria interomatidial en las retinas Chc4, provocando un aspecto 
diferente de las facetas al no estar espaciadas por el mismo número de células. Además, los mutantes 
crecidos a 25º C presentan una desorganización muy evidente en la posición que ocupan las quetas 
mecanosensoriales (Fig. R.18F), estando presentes en vértices contiguos de las facetas. 
En resumen, las retinas mutantes Chc4 presentan tras la muerte celular programada un 
número de células pigmentarias interomatidiales mayor que las retinas controles. Este hecho sugiere 
un defecto específico en la PCD, puesto que la determinación de los fotorreceptores, de las células 
del cono y de las células pigmentarias primarias en el mutante Chc4 sucede correctamente. La 
inhibición de la PCD tardía que se observa en Chc4 sería parcial, puesto que el exceso de IOPCs que 
presenta el mutante a 25º C, es de una media de una célula por cada dos omatidios (Tabla Fig. R.17 
G), mientras que en mutantes donde la PCD es inhibida por completo el número de IOPCs extra por 
omatidio es superior (Wolff and Ready, 1991). Por tanto estos resultados indicarían que durante el 
desarrollo de la retina pupal en el mutante hipomórfico de la cadena pesada de la clatrina Chc4, está 
alterado el mecanismo por el cual se seleccionan las células apoptóticas entre las células precursoras 
interomatidiales. Esta alteración sería dependiente de la temperatura. Las retinas mutantes presentan 
además alteraciones en el patrón específico de los pelos mecanosensoriales posiblemente como 
consecuencia del exceso de IOPCs.  




















Figura R.18. Las alteraciones en el número de células interomatidiales altera la morfología externa del 
ojo adulto de D. melanogaster. Microscopía electrónica de barrido de ojos adultos A y D. Control (y, w). 
Obsérvese la regularidad en el orden de las lentes y de las quetas mecanosensoriales. B y E. El mutante (y, w, 
Chc4) crecido a 18º C, presenta una morfología externa normal en apariencia, sin embargo a mayores 
aumentos se aprecian errores en la localización de las quetas (flechas). C y F. El mutante (y, w, Chc4) crecido a 
25º C presenta un fenotipo de penetrancia variable, donde se observan alteraciones en la simetría hexagonal de 
los omatidios y múltiples errores en el patrón de las quetas. Barra, 100 µm en A, B y C; y 20 µm en D, E y F. 
6. El fenotipo retiniano de Chc4 está determinado por la actividad del 
receptor Notch. 
Resulta aparentemente contradictorio que el mismo defecto, una mutación puntual en la 
cadena pesada de la clatrina, provoque en las células pigmentarias de la retina consecutivamente 
durante el desarrollo pupal una supervivencia excesiva a la muerte celular programada seguida de 
una mortandad absoluta de dicha población, que se completa tras la eclosión del adulto. Es razonable 
pensar que ambos fenómenos puedan estar relacionados, y por ello hemos tratado de analizar si 
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De la PCD que sufren los precursores de IOPCs se sabe relativamente poco, a pesar de 
haberse descubierto hace ya 18 años (Cagan and Ready, 1989a), mientras que los periodos 
posteriores del desarrollo de la retina son aún menos conocidos. Sin embargo se sabe que la PCD 
retiniana requiere de la señalización mediada por el receptor Notch, en cuya ausencia no tiene lugar 
(Cagan and Ready, 1989b, Miller and Cagan, 1998, Cordero et al., 2004). Por el contrario, la 
señalización a través del EGFR induce la supervivencia de las IOPCs (Freeman, 1996, Yu et al., 
2002). 
Aunque no se sabe si Notch continúa teniendo un papel tras la PCD en el desarrollo tardío 
del ojo de Drosophila, si se sabe que el EGFR deja de estar presente en la retina pupal tras la PCD 
(Freeman and Bienz, 2001). Adicionalmente, en Drosophila se sabe que alteraciones en la 
endocitosis provocan disfunciones en la señalización mediada por Notch (Seugnet et al., 1997, Parks 
et al., 2000, Weber et al., 2003). 
Por todo ello nos hemos preguntado si los defectos en la endocitosis provocados por la 
mutación Chc4 pueden causar algunos de los fenotipos retinianos a través de alteraciones en la vía de 
señalización del receptor Notch. 
6.1. Interacción génica entre mutantes de Notch y Chc4. 
Con el objetivo de estudiar las posibles interacciones entre el mutante Chc4, y la vía de 
señalización mediada por Notch en la retina de Drosophila, analizamos si mutaciones en el gen 
Notch (N), modifican el fenotipo de muerte de las IOPCs observado en Chc4. Puesto que alelos 
fuertes de N resultan letales, y dado que se requiere para la determinación de todos los tipos 
celulares de la retina (Cagan and Ready, 1989b, Artavanis-Tsakonas et al., 1999, Voas and Rebay, 
2004), hemos empleado el alelo temperatura sensible Nts1, descrito como hipomorfo a la temperatura 
de 31º C (Shellenbarger and Mohler, 1975), y la mutación recesiva del grupo de mutantes facet, Nfa-
g62 (también conocida como Nfa-g2) que afecta al desarrollo de la retina pupal de Drosophila, 
presentando un patrón irregular de las facetas en el individuo adulto, debido al exceso de IOPCs 
(Shellenbarger and Mohler, 1975, Markopoulou et al., 1989, Miller and Cagan, 1998). 
Nfa-g62, pertenece a un grupo de alelos de N con fenotipo específico en el ojo, donde está 
alterado el desarrollo de las células pigmentarias de la retina. Las retinas Nfa-g62 presentan un número 
reducido de células pigmentarias primarias y un exceso de IOPCs debido a una inhibición de la 
PCD, dando lugar a un ojo de aspecto rugoso (Miller and Cagan, 1998). Este fenotipo puede 
observarse ligeramente en las secciones semifinas, donde el espacio entre los omatidios está 
ligeramente incrementado si se compara con la distancia existente entre omatidios contiguos en la 
línea control Oregon R (Fig. R.19A y B). El análisis de la retina del doble mutante Nfa-g62, Chc4 
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reveló que la falta de función de N suprimía el fenotipo de muerte de las IOPCs provocado por la 
mutación en clatrina. A diferencia del mutante Chc4, que presenta el fenotipo de muerte de IOPCs 
con aparición de espacios sin células entre los omatidios (Fig. R.19C, flechas), el doble mutante Nfa-
g62, Chc4 es esencialmente indistinguible del mutante Nfa-g62, presentando un exceso de IOPCs sin 




















Figura R19. La muerte de las células pigmentarias interomatidiales en el mutante Chc4 es inhibida por 
la falta de función de Notch. A-D Secciones semifinas de ojo de moscas de 3 días crecidas en oscuridad. E y 
F. Secciones de moscas de 3 días crecidas en oscuridad a 18º C, con un choque térmico de 6 h a 31º C al 35 % 
del desarrollo pupal. A. Control (Oregon R). B. Alelo mutante Nfa-g62, que presenta inhibición de la PCD y 
exceso de IOPCs. C. Mutante Chc4. Se observa la aparición de espacios entre omatidios debido a la muerte de 
IOPCs (flechas). D. Doble mutante en clatrina y Notch (Nfa-g62, Chc4), donde se observa una supresión de la 
muerte de IOPCs. E. Mutante Nts1, que presenta una retina normal. F. En el doble mutante Nts1, Chc4 , se 
observa también una supresión de la muerte de IOPCs de Chc4, rescatándose el fenotipo del mutante. Barra 20 
µm. 
Este sorprendente resultado fue confirmado con el análisis de la interacción génica entre 
Chc4 y el alelo sensible a temperatura Nts1. Tanto el mutante Nts1, como el doble mutante Nts1,Chc4 
fueron crecidos a 18º C en oscuridad, condiciones en las que el alelo ts de Notch no presenta 
control Nfa-g62 
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fenotipo. Cuando las pupas alcanzan un 35% de su desarrollo, tras la PCD, se les dio un choque 
térmico a 31º C durante 6 horas, retornándose a la temperatura permisiva hasta la disección, 3 días 
tras su eclosión. La retina del mutante Nts1 no presenta fenotipo alguno bajo estas condiciones, dado 
que la actividad de Notch no está alterada durante la PCD y la especificación de las IOPCs (Fig. 
R.19E). Sin embargo la falta de Notch a partir del 35% del desarrollo pupal en el doble mutante 
debido al choque térmico previene completamente la muerte de las IOPCs que causa la mutación 
Chc4 (Fig. R.19F). Cuando los choques térmicos se realizaban en el doble mutante Nts1,Chc4 antes de 
la PCD, se suprimía también ésta, provocando la supervivencia de un exceso de IOPCs como en el 
caso de Nfa-g62. 
La interacción génica entre los mutantes de Notch y de clatrina, unido al 
conocimiento que tenemos de la importancia de la endocitosis mediada por clatrina en la 
función de Notch (Poodry et al., 1973, Seugnet et al., 1997, Weber et al., 2003, 
Schweisguth, 2004, Le Borgne, 2006), abren la posibilidad de que los fenotipos observados 
en la retina del mutante se deban a alteraciones en la función del receptor Notch causadas 
por un defecto en el tráfico vesicular del mismo. En cualquier caso los resultados 
demuestran que el defecto en la cadena pesada de la clatrina requiere en la retina de la 
función de N para manifestarse. 
6.2. Cambios en la localización subcelular del receptor Notch en las células 
pigmentarias del mutante Chc4. 
Una posible explicación para la interacción observada entre los mutantes de Notch y Chc, es 
que exista una alteración en la endocitosis mediada por clatrina del receptor, alterando su capacidad 
para señalizar. Esta explicación sería compatible con estudios previos que indican que el receptor 
Notch se expresa fuertemente en las IOPCs y en niveles muy bajos ó ausente en las PPCs y CCs 
(Fehon et al., 1991, Reiter et al., 1996), dado que explicaría por qué las IOPCs son la subpoblación 
retiniana más afectada. Para explorar esta posibilidad, hemos estudiado la localización subcelular del 
receptor Notch en retinas del 40% del desarrollo pupal, una vez terminada la PCD, y antes de que se 
manifieste el fenotipo de muerte celular de IOPCs. Para ello hemos utilizado un anticuerpo 
monoclonal de ratón que reconoce la región intracelular del receptor Notch de Drosophila (NICD, 
Apartado 5.1, Materiales y 3.2, Métodos). Si los defectos en la endocitosis de Chc4, afectaran al 
receptor Notch esperaríamos encontrar diferencias en la localización celular del receptor en las 
IOPCs de retinas Chc4 respecto a retinas controles.  
Las tinciones realizadas en retinas control muestran un fuerte marcaje de Notch en las 
IOPCs, y un marcaje más débil en PPCs y CCs (Fig. R.20A y C). Las secciones apicales, donde 
- 86 - 
tiene lugar la señalización (Fehon et al., 1991), muestran una localización difusa del receptor, 
principalmente en el interior de las IOPCs, pero también en los contactos entre las IOPCs y PPCs, y 
en mucha menor medida entre CCs y PPCs (Fig. R.20A). En secciones basales, donde no se lleva a 
cabo señalización, se aprecia una localización más intracelular y vesicular de Notch (Fig. R.20C). 
En retinas mutantes del mismo nivel de desarrollo, observamos un cambio en la 
localización de Notch. A diferencia de las retinas control, el receptor se localiza 
principalmente en los contactos celulares entre las IOPCs y PPCs (Fig. R.20B, flechas), en 
vez de en el interior de las IOPCs. Además los mutantes presentan un prominente marcaje 
de los contactos apicales entre PPCs y CCs (Fig. R.20B, cabezas de flechas). En resumen, 
observamos en la retina del mutante Chc4 un cambio en la localización del receptor, que se 
asocia en mayor medida con la membrana. Dicho cambio es específico de las secciones 
apicales donde tiene lugar la señalización, dado que las secciones basales de la retina 
mutante no son significativamente diferentes de las secciones basales del control (Fig. 
R.20D). 
El prominente marcaje de Notch en la membrana apical de las IOPCs del mutante 
Chc4, unido al hecho de que dicho mutante presenta un claro defecto en endocitosis 
(Apartado 2, Resultados), nos lleva a considerar la posibilidad de que la muerte de células 
pigmentarias en el mutante se deba a un exceso de Notch en la membrana, lo que podría 
conducir a un exceso de señalización del receptor, en un momento en que debería estar 
reduciéndose su presencia en la membrana (Reiter et al., 1996). 
Esta hipótesis sugiere que la presencia de Notch en los contactos entre IOPCs y PPCs se 
atenúa tras la PCD, mediante endocitosis mediada por vesículas de clatrina, y que el fallo en hacerlo 
de forma eficiente acarrea la muerte de las células por exceso de señalización de Notch, a quien se 
ha señalado como inductor de la muerte celular durante la PCD (Rusconi et al., 2000). 



















Figura R20. El receptor Notch se localiza preferentemente en la membrana de las IOPCs en retinas 
Chc4 al 40% de desarrollo pupal. Secciones confocales apicales (A y B) y basales (C y D) de retinas del 
40% de desarrollo teñidas con un anticuerpo contra la región intracelular de Notch. A. y C. Control (Oregon 
R). El receptor se localiza fundamentalmente en las IOPCs de forma difusa. B. En la zona apical del mutante 
(cho2 Chc4), el receptor se localiza principalmente en los contactos entre las IOPCs (flechas) y en menor 
medida entre las PPCs y CCs (puntas de flecha). D. En la zona basal del mutante (cho2 Chc4), no se observaron 
diferencias significativas con el control. Barras 10 µm. 
6.3. Alteraciones en Notch son suficientes para provocar la muerte de las células 
pigmentarias de la retina.  
Los experimentos anteriores indican la posibilidad de que las alteraciones en la señalización 
de Notch sean las responsables del fenotipo de muerte de IOPCs observado en los mutantes en 
endocitosis Chc4. Si ello fuera cierto esperaríamos poder reproducir el fenotipo de Chc4 alterando los 
niveles de señalización de Notch en las IOPCs en ausencia de alteraciones en la endocitosis. Puesto 
que Chc4 presenta una disminución de la capacidad endocítica (Apartado 2, Resultados), y también 
un incremento de Notch en la membrana apical de las IOPCs, esperaríamos que un aumento de 
Notch en la membrana de las IOPCs en ausencia de defectos de endocitosis produjera el mismo 
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receptor Notch en la membrana, hemos inducido en las células pigmentarias la expresión de UAS- 
NFL, que produce un exceso de receptor Notch completo (Full lenght; Zecchini et al., 1999). 
La expresión de NFL en las células pigmentarias de moscas control provoca la aparición de 
graves defectos en la morfología de las IOPCs (Fig. R.21C), que se redondean y llenan de vacuolas 
como en el caso de las IOPCs de mutantes Chc4 (Fig. R.21B). Aún más, la sola sobreexpresión de 
Notch provoca que las IOPCs comiencen a perder los contactos con las otras células, dejando 
espacios entre los omatidios (Fig. R.21C, flechas). Además, tal y como cabría esperar si Chc4 
provoca un exceso de Notch en IOPCs, la expresión de NFL en las células pigmentarias del mutante 
provoca un claro empeoramiento del fenotipo, puesto que induce una mayor desorganización de la 
retina y un fenotipo más avanzado de muerte de IOPCs (Fig. R.21B y D). 
Si la expresión de Notch es capaz de inducir un fenotipo similar a Chc4, cabe preguntarse 
también si una reducción de Notch sería capaz de suprimir el fenotipo en el mutante. Para contestar a 
esta pregunta, hemos expresado en las células pigmentarias un dominante negativo del receptor 
Notch (UAS-NECN; de Celis and Bray, 1997, Brennan et al., 1999), que carece del dominio 
intracelular del receptor, responsable de la transducción de la señal y es por tanto incapaz de 
señalizar, aunque compite con el receptor endógeno por la unión al ligando (Lawrence et al., 2000). 
Esta forma truncada del receptor Notch ha sido caracterizada en diferentes estudios donde se 
comporta como un antimorfo (Baonza et al., 2000, Dominguez et al., 2004). 
La expresión de dicho dominante negativo se realizó a 18º C para reducir su efecto, dado 
que a 25º C interfiere fuertemente con la especificación de las propias células pigmentarias. Bajo 
estas condiciones, la expresión de NECN en la retina de animales control, no afectaba a la viabilidad 
de las IOPCs, aunque se observaron ligeras alteraciones en la simetría hexagonal de los omatidios 
(Fig. R.21E), debido a un cierto incremento de la PCD con la consiguiente disminución del número 
de IOPCs. De acuerdo con lo esperable si el fenotipo de muerte de IOPCs de Chc4 se debe a un 
exceso de Notch, la expresión del dominante negativo, en las células pigmentarias de animales Chc4, 
suprime completamente la muerte de las IOPCs de la retina mutante (Fig. R.21F). No solamente 
están presentes las IOPCs en número y disposición correcta, sino que la mutación en clatrina 
suprime el fenotipo causado por la expresión del NECN, de alterar la simetría de la retina por exceso 
de PCD (Comparar fig. R.21E y F). 
Todos estos resultados indican que la mutación en clatrina provoca un exceso de función de 
Notch, y que su fenotipo puede ser reproducido por excesos de Notch en ausencia de la mutación. 
De igual manera, tanto la reducción de ese exceso es capaz de rescatar el fenotipo mutante, como el 
exceso en Notch causado por la mutación es capaz de rescatar un fenotipo inducido de falta de 
Notch. 


























Figura R.21. El incremento del receptor Notch es necesario y suficiente para la muerte de las células 
pigmentarias. Secciones semifinas de ojo de 3 días en oscuridad. A. Control (Oregon R). B. Mutante (Chc4). 
C. La expresión de Notch en las células pigmentarias de animales control (w; GAL454/+;UAS-NFL/+), induce 
una morfología anormal y vacuolizaciones en las IOPCs y la aparición de espacios entre omatidios (flechas). 
D. La expresión de Notch en las células pigmentarias del mutante (y, w, Chc4; GAL454/+; UAS-NFL /+) 
produce un incremento y una aceleración en el fenotipo de muerte de las IOPCs. E. La inhibición de Notch por 
expresión de un dominante negativo en las células pigmentarias de animales control (w; GAL454/ UAS-NECN; 
18º C) produce ligeras alteraciones en el alineamiento de los omatidios. F. La expresión del dominante 
negativo de Notch suprime completamente la muerte de las células pigmentarias en retinas mutantes Chc4 (y, 
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7. La interacción entre Chc4 y Notch se mantiene en otros tejidos. 
Resulta sorprendente que una mutación puntual en la cadena pesada de la clatrina, que 
reduce la capacidad endocítica del mutante, y que afecta también a los niveles de señalización a 
través de un receptor tan ampliamente utilizado en multitud de procesos como Notch, tenga en 
aquellos animales que alcanzan la edad adulta unos fenotipos tan específicos. Recordemos que los 
adultos mutantes que emergen tras la metamorfosis son aparentemente normales en morfología, lo 
cual parece estar en contradicción con las funciones tan generales que cumplen tanto la endocitosis 
como Notch. Una posible explicación está en el carácter hipomórfico de la mutación. Resulta posible 
que el fenotipo que hemos descubierto de muerte de IOPCs, se deba a que la endocitosis de Notch 
tras la PCD sea un proceso límite, donde una reducción parcial es capaz de producir efectos 
drásticos. Si esto es así, sería esperable que las interacciones entre Notch y Chc4 pudieran revelarse 
en otros tejidos, bajo condiciones limitantes, demostrando que el defecto en la endocitosis de Notch 
en el mutante Chc4 no se circunscribe a las IOPCs de la retina. 
Uno de los fenotipos más característicos de falta parcial de función de Notch son las 
muescas que presentan los bordes de las alas de mutantes hipomórficos o de mutantes nulos en 
heterocigosis de Notch, y que le han proporcionado el nombre al mutante (Notch es muesca en 
Inglés; Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Por ello, para estudiar si la endocitosis mediada por 
clatrina, desempeña un papel importante en la regulación de la función de Notch, en otros tejidos de 
Drosophila, hemos investigado si el fenotipo en las alas que presenta el alelo nulo, N54/9 en 
heterocigosis se modifica en presencia del alelo Chc4. Puesto que no es posible obtener machos N54/9, 
hemos analizado las hembras trans-heterocigotas para ambas mutaciones, aprovechando que N es 
dominante y Chc4 semi-dominante. 
La falta de una copia de Notch causa un fenotipo relativamente leve. Las alas presentan las 
venas L3 y L5 engrosadas en todas las moscas (Fig. R.22C, flechas) y los contactos de las venas con 
el borde de las alas suelen formar deltas en el 85% de las moscas (Fig. R.22C, asteriscos). Además el 
75% de los mutantes N54/9 presentan muescas en al menos una de sus alas (Fig. R.22C, cabeza de 
flecha). La presencia en hembras con sólo una copia funcional de N, de una copia mutante de Chc4, 
resulta en una ligera supresión de los fenotipos del ala. Los engrosamientos de las venas L3 y L5 se 
hacen menos prominentes, aunque en un 70% de las moscas se sigue apreciando dicho 
engrosamiento (Fig. R22D, flechas). La formación de deltas en los contactos de las venas con el 
borde de las alas también se hace menos prominentes (Fig. R22D, asterisco), aunque su frecuencia 
apenas disminuye, pero sólo la mitad de las moscas trans-heterocigotas para ambas mutaciones 
presenta muescas en las alas, y éstas, cuando aparecen, son de menor tamaño. 
 





















Figura R.22. Notch y Chc4 interaccionan también en el ala. A. Ala control (y, w). B. Ala mutante Chc4 (y, 
w, Chc4), que no presenta ninguna diferencia apreciable. C. Ala de un heterocigoto para N (N54/9/ y, w). 
Frecuentemente se observan muescas en el borde del ala (cabeza de flecha), engrosamientos de las venas del 
ala (flechas) y formación de deltas en los contactos de las venas con el borde alar (asteriscos) D. Ala de un 
trans-heterocigoto para la deleción de N y el alelo Chc4 (N54/9/ y, w, Chc4), donde no se aprecian muescas en el 
borde del ala, y hay una supresión parcial de las deltas, pero las venas alares siguen engrosadas. E. Ala de un 
hemicigoto para el alelo antimorfo de N (Nnd3), con abundantes muescas en el borde del ala (cabezas de 
flechas), así como engrosamientos de las venas L3 y L5 (flechas) y ensanchamientos en delta prominentes 
(asteriscos). F. Ala de un doble mutante Nnd3, Chc4 que muestra un incremento notable de los fenotipos 
presentes en el alelo antimorfo de Notch. Obsérvese que una gran parte del ala desaparece debido a las 
extensas muescas, y que el engrosamiento de las venas lleva a que aparezcan desdobladas (flechas). 
Para confirmar ésta interacción, hemos utilizado otro mutante de Notch, uno antimórfico 
denominado Nnd3. Este mutante es un cambio de sentido que da lugar a la aparición minoritaria de 
una forma truncada de Notch (Wesley and Saez, 2000). La cantidad de ésta forma truncada del 
receptor se incrementa con la temperatura, de forma que a 25º C, el mutante Nnd3 en homocigosis 
presenta un fenotipo más prominente que a 18º C, con muescas evidentes en todas las alas (Fig. 
R22E, cabezas de flechas), grandes deltas (Fig. R.22E, asteriscos) y fuertes engrosamientos en las 
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venas L3 y L5 (Fig. R.22E, flechas). Puesto que el fenotipo de Nnd3 se debe a la presencia de una 
forma tóxica de Notch en la membrana, esperaríamos que al contrario que con N54/9, una 
disminución de la endocitosis incrementara el fenotipo en vez de suprimirlo, al incrementar la 
cantidad de forma tóxica en la membrana. Y de hecho eso es lo que observamos. El doble mutante 
hemicigótico para Nnd3 y Chc4 muestra un severo incremento del fenotipo, con muescas muy 
profundas que afectan a gran parte del ala, deltas grandemente expandidas (Fig. R.22F, asteriscos) y 
engrosamientos exagerados, que incluso llegan a afectar a L2 (Fig. R.22F, flechas). 
Nuestros resultados claramente indican que una mutación puntual en la cadena pesada de la 
clatrina, que reduce la capacidad de endocitosis de las células del mutante, tiene como uno de sus 
efectos más destacados el afectar a la señalización del receptor Notch. La reducción de endocitosis 
produce el mismo fenotipo que un aumento en la señalización por Notch, lo que sugiere que uno de 
los aspectos fundamentales en la regulación de éste importante receptor es su endocitosis mediada 
por clatrina. Los resultados de la interacción de Chc4 y Nnd3 sugieren que nuestro mutante incrementa 
los niveles de Notch en la membrana, como también parece indicar la inmunolocalización del 
receptor en el mutante. 
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Discusión  
La endocitosis mediada por vesículas recubiertas de clatrina es el mecanismo celular de 
tráfico de vesículas más empleado por los organismos eucarióticos, participando tanto en procesos 
de mantenimiento de la biología celular (internalización de nutrientes, antígenos, factores de 
crecimiento y reciclaje de receptores de membrana), como en el desarrollo de los organismos 
(regulación de la señalización y formación de gradientes de morfógenos) y en la transmisión 
sináptica (reciclaje de vesículas sinápticas; Kirchhausen, 2000a, Takei and Haucke, 2001, González-
Gaitán, 2003, González-Gaitán and Stenmark, 2003). 
La clatrina junto con la proteína adaptadora AP-2, es el componente mayoritario que integra 
las cubiertas de las vesículas recubiertas de clatrina (Mousavi et al., 2004), presente en todas las 
células nucleadas desde las levaduras hasta los humanos. 
A pesar de la importancia tan destacada de la clatrina en los organismos multicelulares, no 
son muchos los estudios que se han realizado sobre su falta de función. Ello es debido, en parte, a 
que en metazoos los mutantes nulos en el gen de la cadena pesada de clatrina resultan letales a nivel 
celular. A pesar de ello, la multitud de funciones que cumple la endocitosis en el desarrollo y la 
señalización se han podido poner de manifiesto mediante el estudio de mutantes en otros 
componentes de dicho proceso, como la dinamina (Poodry et al., 1973, Kosaka and Ikeda, 1983, 
Poodry, 1990, De Camilli et al., 1995). 
Sin embargo, el descubrimiento en 1993 de un alelo mutante no completamente letal en el 
gen de la cadena pesada de clatrina (Bazinet et al., 1993), abre las puertas al estudio del efecto que 
tiene una reducción parcial a nivel general en la endocitosis mediada por clatrina sobre los múltiples 
procesos de señalización que tienen lugar a lo largo del desarrollo y en el funcionamiento del 
organismo. 
Nosotros nos hemos propuesto estudiar en un órgano modelo, la retina, de un organismo 
modelo, Drosophila, el efecto que sobre su desarrollo, mantenimiento y función tiene la mutación 
Chc4. Dada la aparente normalidad morfológica que presentan los mutantes supervivientes Chc4, 
sólo se han realizado dos estudios sobre él en los últimos 15 años (Bazinet et al., 1993, Fabrizio et 
al., 1998). Por ello ha sido necesario caracterizar la mutación a nivel molecular y celular antes de 
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Caracterización molecular y celular de la mutación Chc4. 
El gen Chc de Drosophila es relativamente grande (27,4 Kb), contiene 8 exones, y el 
mutágeno empleado para la generación del alelo Chc4, EMS, produce principalmente alteraciones de 
un sólo nucleótido. Por cuestiones de eficiencia decidimos secuenciar únicamente las regiones 
codificantes del gen, en las que encontramos 13 polimorfismos silenciosos, dos polimorfismos a 
nivel de aminoácido y un cambio de aminoácido que estaba presente únicamente en la línea mutante 
(Apartado 1.1, Resultados). Este cambio consiste en la sustitución de una Alanina, muy conservada 
entre especies, en posición 1082 por un Treonina (Tabla R.2). El aminoácido Ala1082 se localiza en 
la región de la molécula que separa la “pata distal” de la “pata proximal”, denominada “rodilla” 
(Smith et al., 1998). Se ha postulado que esta región de la molécula está libre de interacciones con 
otras proteínas y que sería la responsable de la mayor parte de la flexibilidad que presentan las 
moléculas de CHC en la formación de las cubiertas de las vesículas (Musacchio et al., 1999, Fotin et 
al., 2004). 
Para demostrar que el cambio de aminoácido específico de Chc4 es responsable de la 
mutación, hemos recurrido a reintroducirlo mediante transgénesis en moscas para ensayar su 
capacidad de rescatar el fenotipo mutante. Para ello hemos realizado dos construcciones de clatrina 
que se diferencian exclusivamente en que ChcA1082T lleva una Treonina en posición 1082 en vez de la 
Alanina de Chcwt. Sin embargo esta única diferencia a nivel de secuencia conlleva una diferencia a 
nivel de función muy importante: mientras que Chcwt es capaz de rescatar en gran medida la 
letalidad inducida por la mutación Chc4, utilizando dos promotores distintos, ChcA1082T no rescata la 
mutación Chc4 (Fig. R.5). ChcA1082T falla también en rescatar los fenotipos de neurodegeneración 
retinal (Fig. R8) y de muerte de células pigmentarias (Fig. R.11), a diferencia de la construcción 
control. Además, ChcA1082T es capaz de reproducir el carácter semi-dominante de la mutación Chc4, 
induciendo parcialmente el fenotipo de muerte de células pigmentarias cuando se expresa en retinas 
control (Fig. R.12). 
Todos estos resultados indican que el cambio de Alanina por Treonina en posición 1082 
identificado en el mutante Chc4, es responsable de la mutación. 
Es posible que la introducción de una aminoácido polar, de mayor masa molecular y 
susceptible de ser fosforilado en esta región, altere sus propiedades, pudiendo repercutir en cambios 
en la flexibilidad de la molécula. Puesto que se piensa que dicha flexibilidad es importante en los 
procesos de curvatura de la membrana durante la formación de la vesícula, y en la capacidad de 
ensamblaje y desensamblaje de la cubierta, la mutación podría afectar a la cinética de dichos 
procesos. La identificación de la mutación responsable de Chc4 abre las puertas a realizar estudios 
estructurales con el mutante, para determinar si existen cambios de conformación en la molécula que 
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pudieran explicar el fenotipo del mutante en endocitosis y aclarar la importancia de esta región en la 
molécula de clatrina. 
Uno de los problemas que nos hemos encontrado en el análisis de la mutación Chc4 es la 
gran variabilidad de penetración que presentan algunos de sus fenotipos. En el caso de la 
subletalidad, el 80% de los mutantes hemicigóticos mueren a lo largo de todas las fases del 
desarrollo (Bazinet et al., 1993), pero en torno a un 20% a 18º C, emergen de la metamorfosis con un 
aspecto y un comportamiento aparentemente normal. Esta variabilidad se complica cuando se 
observa que la expresión de clatrina silvestre en animales control induce una fuerte letalidad, y que 
distintas líneas transgénicas presentan diferencias grandes de letalidad. Una posible explicación a 
una respuesta tan variable a los niveles de clatrina silvestre o mutante podría estar en la formación 
de complejos estequiométricos entre la cadena pesada y la ligera, entre cadenas pesadas para formar 
el trisquelión y en su asociación con proteínas adaptadoras y reguladoras para llevar a cabo su 
función endocítica. Incrementos o disminuciones locales o generales de la cantidad de cadena pesada 
o de su funcionalidad, pueden resultar en una variabilidad intrínseca en la respuesta fenotípica de los 
organismos. 
Esta variabilidad alcanza su máximo exponente al utilizar diferentes promotores para 
expresar nuestras construcciones. Así, el uso de promotores ubicuos de alto nivel de expresión, 
como el del gen de la tubulinaP o de la actina5C, resultaban en letalidad, más penetrante para la 
clatrina control que para la mutante (Apartado 1.2, Resultados). El uso de otros promotores como el 
del gen armadillo o Hsp70 permitió solventar esta limitación, al no inducir letalidad. 
El carácter de la mutación Chc4 siempre ha sido particular. Mientras que mutaciones nulas 
en el gen Chc se rescatan completamente con la introducción de una copia salvaje, Chc4 no lo hace, 
mostrando un carácter semi-dominante (Bazinet et al., 1993). Para aclarar la naturaleza de la 
mutación, hemos realizado un ensayo funcional en los nefrocitos o células de Garland de la larva de 
tercer estadío. En dicho ensayo hemos determinado que los mutantes hemicigóticos Chc4 presentan 
una reducción de la capacidad endocítica del 50%, indicando que Chc4 es una mutación hipomórfica 
(Fig. R.7). La causa por la que una mutación hipomórfica presenta a su vez un efecto dominante 
negativo (Fig. R.12; Bazinet et al., 1993), podría radicar en la propiedad multimérica de la clatrina. 
La presencia de proteínas mutantes y silvestres daría lugar a trisqueliones y cubiertas mixtas que 
pueden resultar en una capacidad endocítica disminuida con respecto a animales control. 
A pesar de la reducida capacidad endocítica de Chc4, un bajo porcentaje de individuos 
mutantes completan el desarrollo y alcanzan el estadío adulto. La morfología de estos individuos, 
aparentemente normal, indicaría que en dichos supervivientes los procesos del desarrollo que dan 
lugar al individuo adulto han cumplido los mínimos de viabilidad. No obstante algunos procesos 
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como la espermatogénesis (Fabrizio et al., 1998) y sistemas como la retina (Fig. R.8 y R.10) están 
particularmente afectados. En este estudio, hemos empleado el mutante Chc4 para analizar los 
requerimientos de la endocitosis durante el desarrollo de la retina de Drosophila, un sistema muy 
estudiado, donde los procesos de señalización que determinan los tipos celulares suceden 
secuencialmente en el tiempo (Freeman, 1996, Voas and Rebay, 2004). 
Caracterización del fenotipo retiniano de Chc4. 
Tradicionalmente, el estudio del desarrollo del ojo compuesto de Drosophila se ha basado en 
búsquedas exhaustivas de mutantes que afectaran a su morfología externa. Centenares de éstas 
búsquedas han fallado en identificar alelos del gen Chc como modificadores de la morfología 
externa del ojo. El alelo Chc4 fue identificado en el 1993 y nadie ha investigado si su retina presenta 
alteración alguna. Ello se debe fundamentalmente a que los ojos de los mutantes Chc4 presentan una 
morfología externa aparentemente normal (Fig. R.18B). 
En nuestra investigación sobre la posible implicación de mutaciones en clatrina en procesos 
neurodegenerativos, hemos analizado la retina de los mutantes Chc4. Para nuestra sorpresa, dada la 
aparente normalidad de los animales que sobreviven a la mutación, la retina de un adulto 
hemicigótico para el alelo Chc4 crecido en condiciones estándar es un completo desastre. La 
degeneración retiniana inducida por la mutación afecta los dos tipos celulares más abundantes de la 
retina, los fotorreceptores y las células pigmentarias (Fig. R.8C y R.10.I) y el resultado es una retina 
completamente desorganizada y en la que mueren la mayor parte de las células. 
La muerte de los fotorreceptores se produce sólo bajo condiciones de iluminación, mientras 
que en oscuridad permanente se mantienen viables y funcionales (Fig. R.8 y J. Vinós sin publicar). 
Este proceso neurodegenerativo dependiente de iluminación, transcurre mediante mecanismos 
apoptóticos que cursan con activación de caspasas, y puede prevenirse mediante la expresión de una 
proteína anti-apoptótica, p35 (Fig. R.9). 
Dos datos indican que la muerte de los fotorreceptores se debe a alteraciones en la 
endocitosis de los mutantes. En primer lugar una reducción secundaria en la cantidad de 
esfingolípidos de membrana que produce un incremento de los niveles de endocitosis (Acharya et 
al., 2003) es capaz de suprimir el fenotipo mutante (Fig. R.9D). Por otra parte, la muerte de los 
fotorreceptores se debe a la presencia de la mutación puntual en la cadena pesada de la clatrina, 
puesto que la expresión de una clatrina control en fotorreceptores mutantes es capaz de rescatar el 
fenotipo de neurodegeneración, mientras que la expresión de una clatrina mutante no produce el 
mismo nivel de rescate (Fig. R.8). El reducido grado de rescate observado al expresar la clatrina 
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mutante podría deberse a una disminución del fenotipo al incrementarse la cantidad de clatrina 
parcialmente funcional, tal y como indica el carácter hipomórfico de la mutación Chc4.  
A diferencia de las neuronas fotorreceptoras, la muerte de las células pigmentarias 
interomatidiales (IOPCs) es un proceso independiente de la actividad de la retina, y sucede incluso 
cuando se mantiene a las moscas en oscuridad (Fig. R.10E-J). Curiosamente, la pérdida de las 
IOPCs no parece tener un efecto detectable sobre la viabilidad de las neuronas del omatidio, que en 
ausencia de iluminación se mantiene viables y morfológicamente normales. Aún más, cuando se 
rescata específicamente la muerte neuronal mediante la expresión de la construcción Chcwt en 
neuronas, pero no en IOPCs, en condiciones de iluminación las neuronas mantienen su viabilidad 
(Fig. R.8D). Estos resultados demuestran que las neuronas no mantienen con las células 
pigmentarias de la retina el mismo tipo de dependencia funcional que se observa en la retina de 
vertebrados (Martinez-Morales et al., 2004, Strauss, 2005).  
El fenotipo de muerte de IOPCs transcurre de forma progresiva en los individuos 
hemicigóticos para la mutación Chc4, pero ya en el momento de la eclosión y las horas posteriores, 
es posible apreciar que la retina presenta importantes defectos en su organización (Fig. R.10E). Las 
IOPCs pierden el contacto con las neuronas y se retraen, creando espacios entre los contactos entre 
neuronas (Fig. R.10F-G). El proceso de reabsorción de las IOPCs continúa durante días hasta su 
total desaparición de la retina (Fig. R.10H-J). El resultado es la pérdida de la orientación regular de 
los rabdómeros, con lo que se previene la formación de imágenes retinianas por superposición 
neuronal. 
La muerte de las IOPCs en el mutante Chc4 esta causada por la mutación puntual de Alanina 
1082 a Treonina en la cadena pesada de la clatrina. La expresión de la clatrina control en las células 
pigmentarias (Fig. R.11C) o en todo el individuo (Fig. R.11E), rescata el fenotipo mutante, mientras 
que si se expresa la construcción mutante (Fig. R.11D y F) no se consigue rescatar la muerte de las 
IOPCs. 
Chc4 es también un alelo semi-dominante para la muerte de IOPCs, presentando los 
animales heterocigotos un fenotipo mutante menos marcado (Fig. R.12B). Dada la función de la 
clatrina, una posible explicación es que la presencia de una parte de moléculas mutantes sea capaz de 
reducir la capacidad endocítica celular, al formarse vesículas cubiertas mixtas de moléculas 
silvestres y mutantes. En cualquier caso cabría esperar que la expresión de moléculas mutantes en 
una animal control, fuera capaz de inducir un fenotipo similar al del heterocigoto, si se alcanzara un 
nivel de expresión lo suficientemente fuerte.  
El promotor de células pigmentarias GAL54 no fue capaz de inducir el fenotipo al expresar la 
construcción mutante, posiblemente por no alcanzar un nivel de expresión suficiente, sin embargo la 
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expresión de proteína mutante con los promotores Hsp70 y tubP si fue capaz de inducir un fenotipo 
parcial (Fig. R.12F y H) demostrando que la expresión de clatrina mutante en animales control 
produce un fenotipo de muerte de IOPCs similar al que presenta el alelo Chc4 en heterocigosis. Estos 
resultados demuestran que el cambio de Alanina 1082 a Treonina encontrado en el alelo Chc4 es 
responsable del fenotipo de muerte de IOPCs en la retina mutante. 
Si bien la muerte de los fotorreceptores se produce por mecanismos de apoptosis que pueden 
prevenirse por inhibición de caspasas, la muerte de las IOPCs no puede evitarse con la supresión de 
caspasas. La expresión de los inhibidores de caspasas p35 (Fig. R.13) y DIAP1 (Fig. R.14) no fue 
capaz de evitar la muerte de las IOPCs, que según indicios morfológicos podría tener lugar por 
autofagia (Fig. R.13F). Este resultado de nuevo resalta las diferencias de fenotipo entre 
fotorreceptores e IOPCs. 
En conclusión, la mutación Chc4 induce dos fenotipos claramente diferenciados en la retina 
de Drosophila. En primer lugar, e independientemente de las condiciones de luz, se produce un 
proceso de muerte de IOPCs. La muerte de éstas células pigmentarias transcurre en condiciones de 
inhibición de apoptosis, y comienza antes de la eclosión del animal adulto. Por otra parte, tiene lugar 
de manera dependiente de la iluminación, la muerte de las neuronas fotorreceptoras mediante un 
mecanismo de apoptosis dependiente de caspasas. Ambos procesos conjuntamente dan lugar a una 
completa degeneración retiniana, pero son separables en el tiempo, condiciones y mecanismos, y por 
ello independientes uno de otro. Puesto que la muerte de IOPCs comienza durante el desarrollo de la 
retina, un proceso muy estudiado, nos hemos planteado investigar las causas por las que ésta 
población celular es particularmente sensible a una mutación que reduce la capacidad endocítica 
mediada por clatrina. 
Efectos de la mutación Chc4 sobre el desarrollo de la retina. 
A través de numerosos estudios, se conoce que la endocitosis mediada por clatrina juega un 
papel primordial en el desarrollo del ojo (Cagan et al., 1992, Parks et al., 1995, Cooper and Bray, 
1999, Fanto and Mlodzik, 1999, Parks et al., 2000, Baonza and Freeman, 2001, Stewart, 2002). Sin 
embargo, el análisis del ojo adulto del mutante Chc4, muestra que la especificación de los ocho 
fotorreceptores y su rotación ha sido correcta, y que las células pigmentarias y del cono también se 
especifican, produciendo los pigmentos y las lentes del ojo. Consistentemente con este hallazgo, que 
indicaría que el mutante Chc4 posee suficiente función de clatrina como para completar la 
especificación de todos los tipos celulares de la retina, y su correcta distribución, no hemos 
encontrado ninguna diferencia entre las retinas del mutante Chc4 y las de animales control durante el 
desarrollo larvario (Fig. R.15). 
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En el momento de comenzar la metamorfosis, todos los omatidios de la retina cuentan con 8 
neuronas y 4 CCs y están rodeados por un grupo de células de las que se determinarán 2 PPCs y una 
media de 4 IOPCs por omatidio. Las demás células sobrantes son eliminadas por un proceso de PCD 
que tiene lugar entre las 26-36 h del desarrollo pupal a 25º C (Wolff and Ready, 1991).  
Puesto que el mutante emerge de la metamorfosis sufriendo un proceso de muerte de células 
interomatidiales, una posibilidad evidente es que una desregulación de la PCD que elimina las 
células sobrantes diera lugar al fenotipo de IOPCs. El análisis de la PCD con tinción de Naranaja de 
Acridina, elimina sin embargo dicha posibilidad. La PCD en el mutante Chc4 es similar en 
intensidad y afecta a la retina entre el 25-30% del su desarrollo pupal como la PCD de animales 
control (Fig. R.16). 
Un análisis más detallado de la retina pupal mutante, muestra que, de hecho, la PCD es algo 
menos efectiva en el mutante Chc4 en eliminar las células sobrantes. Este fenotipo, como es 
característico en la mutación Chc4, es dependiente de temperatura, y a 25º C se observa en las retinas 
mutantes un exceso del 12,5 % de IOPCs (Fig. R.17). 
Puesto que la determinación de las IOPCs y la PCD son los últimos cambios celulares que 
tienen lugar en el desarrollo de la retina, que a partir de entonces se limita a sufrir un proceso de 
maduración, podemos decir que en el desarrollo de la retina de Chc4 no sólo no hay un defecto de 
células, sino que se produce, en función de las condiciones, un ligero exceso. Exceso que se 
manifiesta durante la secreción de la lente e una ligera irregularidad de las facetas y en la 
desorganización de algunas quetas (Fig. R.18). 
A pesar de haber sido estudiada durante 15 años (Wolff and Ready, 1991, Rusconi et al., 
2000), los mecanismos que regulan la PCD en la retina de Drosophila no son todavía bien 
conocidos. Se postula la existencia de dos señales contrapuestas que actuarían sobre las células 
precursoras de IOPCs: mientras que la vía de señalización mediada por el receptor EGFR y la 
proteína Ras inducirían la señal de vida requerida para la supervivencia de las IOPCs (Miller and 
Cagan, 1998, Sawamoto et al., 1998, Freeman and Bienz, 2001), el receptor Notch se requeriría para 
que tenga lugar la muerte de las células sobrantes (Cagan and Ready, 1989b, Reiter et al., 1996, 
Miller and Cagan, 1998, Cordero et al., 2004). Puesto que incrementos en la tasa endocítica en 
Drosophila regulan negativamente las vías mediadas por EGFR y Notch (Weber et al., 2003), la 
reducción observada en la PCD en retinas mutantes podría deberse a un incremento en la 
señalización anti-apoptótica mediada por EGFR, debido a la reducida capacidad endocítica que 
presentan los mutantes Chc4. Esta interpretación de los resultados serían consistente, además, con el 
hecho de que durante la PCD la señalización mediada por EGFR predomina sobre la de Notch por 
encontrarse por debajo de éste en la cascada de señalización, y si ambas vías estuvieran aumentadas 
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el efecto observado sería el mismo que cuando únicamente estuviera incrementada la vía del 
receptor de EGF (Yu et al., 2002). 
Si bien un incremento de señalización en las vías del EGFR y Notch debido a una reducción 
de endocitosis en el mutante Chc4 es consistente con el fenotipo de inhibición de la PCD retina, la 
implicación del EGFR en el fenotipo de muerte de IOPCs sería contradictoria con la actividad de 
dicho receptor en la retina pupal de Drosophila. Los estudios de Freeman y Bienz (Freeman and 
Bienz, 2001) han demostrado que la actividad protectora del EGFR en la retina pupal cesa poco 
tiempo después de la PCD. Por ello nos hemos planteado la posibilidad de que un exceso de Notch 
unido a la desaparición del EGFR puedan ser responsables de la muerte de las IOPCS. 
Implicación del receptor Notch en el fenotipo de muerte de IOPCs. 
En Drosophila, el rceptor Notch es endocitado por la vía dependiente de dinamina (Le 
Borgne et al., 2005). Curiosamente, la endocitosis de Notch y de su ligando Delta se requieren tanto 
en la célula que expresa el ligando, como en la que expresa el receptor, para que haya señalización a 
través de la vía (Poodry, 1990, Seugnet et al., 1997). De manera contrapuesta, la endocitosis del 
receptor vacío puede reducir la cantidad de receptor en la membrana, dirigiéndolo hacia la vía 
degradativa dependiente de Hrs (Jekely and Rorth, 2003, Sakata et al., 2004, Wilkin et al., 2004) o 
hacia la vía de reciclaje (Hori et al., 2004). 
A pesar de que la endocitosis de Notch se requiere simultáneamente para la señalización y su 
atenuación, estudios con un mutante de la biosíntesis de fosfolípidos, cuyo efecto es incrementar la 
capacidad endocítica, indicarían que un aumento de la endocitosis reduce la señalización (Weber et 
al., 2003). 
Si como decíamos más arriba, existe la posibilidad de que un exceso de Notch sea 
responsable de la muerte de IOPCs, cabría esperar una interacción genética entre mutantes de N y 
Chc4. En completo acuerdo con esta hipótesis, la eliminación de Notch en la retina mutante Chc4, 
utilizando un alelo específico de ojo Nfa-g62 (Fig. R.19D), o un alelo sensible a temperatura, a la 
temperatura restrictiva tras la PCD (Fig. R.19F) provocan una completa supresión del fenotipo de 
muerte de IOPCs del mutante Chc4. 
Este resultado demuestra que la muerte de las células pigmentarias, causada por el déficit en 
endocitosis, requiere del receptor Notch, e implica a defectos en su endocitosis como probable causa 
del fenotipo. 
Puesto que Notch no tiene un papel asignado en el desarrollo y maduración de la retina tras 
la PCD, dado que es prescindible (Cagan and Ready, 1989b), y puesto que tras la PCD el EGFR deja 
de ejercer su actividad protectora sobe la retina (Freeman and Bienz, 2001), cabe pensar que tras la 
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PCD, en la que los niveles de Notch participan en designar a las células que deben morir (Rusconi et 
al., 2000), el receptor deba reducir sus niveles de señalización para permitir la supervivencia y 
maduración de las IOPCs. Un retraso en dicha reducción producido por una disminución 
significativa en la capacidad endocítica de las IOPCs podría impedir su supervivencia y/o 
maduración, provocando el fenotipo observado en la retina de los mutantes Chc4, una muerte de 
IOPCs fenotípicamente diferente de la PCD. 
Estudios anteriores (Reiter et al., 1996) , muestran que tras la PCD se observa un cambio en 
la localización del receptor Notch en las membranas apicales, donde tiene lugar la señalización. En 
torno al 40% del desarrollo pupal, Notch pasa de estar asociado principalmente a la membrana, a 
localizarse fundamentalmente a nivel intracelular. Nuestros resultados muestran que en la zona 
apical de la retina del mutante al 40% del desarrollo pupal, Notch sufre un cambio en su localización 
subcelular. Mientras que en retinas control el receptor se localiza fundamentalmente en el citoplasma 
(Fig. R.20A), tanto a nivel apical como basal, en la retina mutante se observa todavía una 
prominente inmunolocalización asociada a la membrana de las IOPCs a nivel apical (Fig. R.20B), 
mientras que la localización basal no muestra diferencias apreciables con el control. 
Por lo tanto, no sólo se requiere Notch para que se produzca la muerte de IOPCs en el 
mutante en clatrina, sino que además se observa un cambio en su localización intracelular. 
Si el fallo en traslocar a Notch de la membrana de las IOPCs resulta en un incremento de su 
actividad, cabría pensar que la muerte de IOPCs no se debe a la reducción de la endocitosis, sino al 
incremento de señalización de Notch tras la PCD que ésta provoca. 
Una importante predicción de esta hipótesis es que un incremento en la actividad de Notch 
en ausencia de defectos en la endocitosis, debería ser la capaz de causar la muerte de las IOPCs. Esta 
predicción se cumple cuando expresamos un exceso del receptor completo, NFL, en las células 
pigmentarias de animales control (Fig. R.21C), lo que provoca la aparición de un fenotipo idéntico al 
de Chc4. Aún más, el incremento de los niveles de Notch en el mutante induce un sensible 
empeoramiento del fenotipo (Fig. R.21D), mientras que la expresión de una forma dominante 
negativa del receptor, NECN, suprime el fenotipo mutante completamente. 
Nuestros resultados demuestran que uno de los fenotipos principales de la retina del mutante 
Chc4 se debe a una reducción en la capacidad de endocitar el receptor Notch, lo que resulta en un 
exceso de señalización a través de dicha vía, de consecuencias drásticas. 
Cabe sin embargo preguntarse hasta que punto el incremento de señalización a través de 
Notch en el mutante Chc4 es un fenómeno general de la regulación de los niveles del receptor, cuyo 
fenotipo se manifiesta de forma drástica en la retina, debido a constituir un tejido especialmente 
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sensible a dicho incremento, o si por el contrario, se trata de un fenómeno específico de las células 
pigmentarias de la retina, sin aplicación general a otros procesos de señalización a través de Notch. 
Para comprobar si la capacidad de regulación del receptor Notch se encuentra disminuida a 
nivel general, hemos utilizado el fenotipo más característico de los mutantes con pérdida de función 
Notch: las muescas en las alas que dan nombre a la mutación (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). 
Moscas con la mitad de función Notch, presentan un fenotipo alar de penetración variable 
caracterizado por engrosamiento de algunas venas alares, formación de deltas en la unión de las 
venas con el borde alar, y aparición de muescas en el extremo del ala (Fig. R.22C). Las alas de 
moscas Chc4 no presentan diferencias con los controles (Fig. R.22B), sin embargo la presencia de 
una copia Chc4 del gen, unida a la ausencia de una copia de Notch, provocan una disminución 
significativa de los fenotipos alares de Notch (Fig. R.22D), lo que sería consistente con un 
incremento en la actividad de Notch en presencia de la mutación, incluso en heterocigosis, debido a 
su carácter semi-dominante. 
Hemos estudiado también el efecto de la mutación en hemicigosis sobre un alelo antimorfo, 
sensible a temperatura de Notch, Nnd3. Este alelo es viable en hemicigosis, y a 25º C produce una 
forma truncada de Notch que interfiere con la función del receptor, presentando un fenotipo alar 
prominente, de alta penetración (Fig. R.22E; Wesley and Saez, 2000). 
A diferencia del mutante de pérdida de función, cabría esperar que un defecto en la 
endocitosis en Nnd3 produjera un incremento del receptor antimórfico truncado, incrementado el 
fenotipo, y eso es precisamente lo que se observa (Fig. R.22F). 
Estos resultados por lo tanto demuestran que el efecto de la reducción de la endocitosis 
sobre la señalización de Notch es general, aunque el grado de reducción haga que incida 
particularmente sobre procesos como la supervivencia y maduración de las IOPCs, donde la 
señalización por Notch se convierte en paso decisivo, y donde cambios relativamente pequeños dan 
lugar a un fenotipo drástico. 
Nuestros resultados tienen importancia a varios niveles. Por una lado hemos identificado la 
causa de la mutación Chc4 en un cambio de aminoácido en una región de la molécula implicada en 
su flexibilidad y adaptabilidad a conformaciones planes y curvas de la cubierta. También hemos 
medido el efecto que sobre la endocitosis tiene dicha mutación, a nivel de fisiología celular. Hemos 
identificado y estudiado los distintos fenotipos que la mutación produce en el desarrollo y 
funcionamiento de la retina, y los procesos por los que produce la muerte de las células de la retina. 
Por último, hemos identificado que la causa de uno de estos fenotipos es un incremento en la 
señalización a través de Notch provocado por un defecto a la hora de endocitar el receptor de la 
membrana. Es importante destacar que aunque se había demostrado la endocitosis de Notch 
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dependiente de dinamina en Drosophila (Chen et al., 1991, van der Bliek and Meyerowitz, 1991), 
nuestro estudio constituye la prueba más contundente de la endocisotis de Notch mediada por 
clatrina en Drosophila. Por último, aunque se han realizado numerosos estudios que demuestran que 
Notch puede ser endocitado y dirigido hacia la vía degradativa o de reciclado (Fehon et al., 1990, 
Jekely and Rorth, 2003, Wilkin et al., 2004, Hori et al., 2004), la importancia que esta endocitosis 
pudiera tener en la regulación de la señalización de Notch era hipotética. Nuestro estudio es el 
primer caso en que se muestra que alteraciones en los niveles de endocitosis repercuten sobre la 
señalización de Notch in vivo, indicando que la endocitosis del receptor es de hecho una forma de 
regulación de la fuerza de la señal a través de la vía de señalización. 
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Conclusiones 
1. Hemos identificado un cambio de aminoácido de Alanina a Treonina en la posición 1082 de 
la molécula de la cadena pesada de la clatrina presente en mutantes Chc4 y ausente en 
animales control.  
2. El cambio de Alanina 1082 por Treonina es responsable de la mutación Chc4, dado que la 
expresión de CHC transgénica portadora de dicho cambio no rescata los fenotipos, mientras 
que su expresión en controles induce la aparición de fenotipos mutantes de Chc4. 
3. La mutación Chc4 reduce a la mitad la capacidad endocítica en los nefrocitos larvarios, 
indicando que se trata de una mutación hipomórfica. 
4. La mutación Chc4 induce una completa degeneración retiniana caracterizada por la muerte 
de las células pigmentarias interomatidiales y la neurodegeneración de los fotorreceptores. 
5. El desarrollo de la retina en los mutantes Chc4 es normal excepto por una inhibición parcial 
de la muerte celular programada que determina el número de células pigmentarias 
interomatidiales, provocando una ligera desorganización del ojo compuesto. 
6. En las células interomatidiales del mutante Chc4 se observa una alteración en la localización 
subcelular del receptor Notch, que tiene una presencia más persistente en la membrana 
apical. 
7. La alteración de los niveles de Notch en las células interomatidiales del mutante Chc4 es 
responsable de su fenotipo de muerte celular, ya que una disminución de dichos niveles 
suprime el fenotipo en mutantes, y un incremento de dichos niveles causa un fenotipo 
idéntico en animales control.  
8. La reducción de endocitosis causada por la mutación Chc4 provoca un incremento de la 
señalización a través del receptor Notch también en el ala, lo que sugiere que se trata de un 
fenómeno general e implica a la endocitosis dependiente de clatrina como un importante 
factor en la regulación de Notch. 
9. La mutación Chc4 provoca la neurodegeneración de los fotorreceptores de la retina de 
manera dependiente de la iluminación. La muerte de dichas neuronas tienen lugar por la 
activación de las caspasas de la vía apoptótica. 
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